ACCION DEL PHOSFON-D Y CCC
EN RUDBECKIA BICOLOR Nutrt.

Por R, F. PONT LEZICA **, A, JACQMARD * v R. DELTOUR *

SUMMARY

Rudbeckia bicolor a long-day plant was treated with the growth retardants.
Phosfon-13 and CCC in order to inhibit flowering by blocking the gibbereliin
synthesiz, Endogenous gibberellin activily was tested in growth-retardant-treated
plants, none gibherellinlike activity was detected in those plants, Treatments
c¢f CCC and Phosfon at the same time, inhibit flowering completly.

INTRODUCCION

Dezde hace algunos afioz sz sabe que el Phosfon-D (cloruro de
24 diclorobencil-tributilamonio), el CCC (cloruro de 2-cloroetil-
tributilamonio) , AMO-1618 (cloruro de 4-hidroxil-5 isopropil-2-me-
tilfenil-trimetilamonio, carboxilato 1, piperidina) y otros com-
puestos quimicos son capaces de detener el crecimiento del talle
de numerosas plantas (MarTH, PrEstonN y Mrremrin, 1953: Tor.
BERT, 196(; WirviLLE y Mircmerr, 1950). Algunos autores cons-
tatan que estos inhibidores de crecimiento inducen un eomporta-
miento inverso al provocado por el acido gibberélico (AG) (Ca-
THEY, 1959; WiTTwER y ToLBERT, 1960). Parecen existir interaccio-
ucs entre gibberellinas y ciertos retardantes del erecimiento en el
alargamiento del entrenudo de poroto (Downs y Cartury, 19607,
¢n el erecimiento de Ulothrix (ConNrap y SavTman, 1960), en la
division celular de erisantemo (Sacirs, Lane, Bretz v RoacH, 1960),
en la floracion de Samolus (BALDEV y LANe, 1965) y de Pharbitis:
(ZEEVART, 1964) .

Por otra parte se ha constatado que en el hongo Gibberelle fuji-
kuroi. en dos lineas que producen gibberellinas diferentes. la
biosintesis de las mismas es inhibida por retardantes (Harapg v
LaNg, 1965). Este efecto también ha sido chservado en plantas
superiores tales como Pisum (BaLpev, Lanc y Acater, 1963) v
Avena (Smirson, 1966).

* Asistentes en el Instituto de Botanica de la Universidad de Lieja, Bélgica,
% Jefe de Trabajos Pricticos en Ia Facultad de Ciencias Agrarias de 1la UN.C.,
“fendoza, Argentina.
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En un trabajo muy cuidadoso, Dexxis, Urprr y WEsT (1965)
demostraron que esos retardantes inhiben la formacién de (-) -kau-
reno y (-)-kaureno-19-ol, precursores de las gibberellinas,

Con estas bases hemos querido estudiar |a importancia de las
gibberellinas en la floracién de Rudbeckia blcolor, planta de dia
largo que puede ser inducida para florecer con fotoperiodos ma-
yores de 12 horas, o con aplicaciones de AG cuando se la cultiva
en fotoperiodos no inductores,

MATERIAL Y METODOS

Las experiencias se realizaron con Rudbeckia bicolor Nurt, va.
riedad Etoile de Kelvedon, planta de dia largo eslricla, cuyo foto-
periodo critico es de 12 horas. Las planias se cultivaron en el
Fitotrén de Lieja a una temperatura constante de 20°C y 80 %
de humedad relativa: la luz fue proveida por tubos fluorescentes
Phytor con una intensidad de 5000-7000 lux. El tratamiento foto-
periodieo fue de 8 ¢ 16 hs, segun las experiencias realizadas,

Tratamientos con Phosfon-D: el compuesto se mezelé con la
tierra de cultivo secada previamente en horno, en proporciones
de 2, 4y 6 % en peso. Este producto es téxico en solucién acuosa
por lo que es necesario aplicarlo al suelo, siendo su aceidn perma-
nente durante lodo el cullivo, debido a su largo poder residual.

Tratamientos con CCC: el CCC se aplicé en solucién acuosa a
las concentraciones siguientes: 101, 10-2, 10-3 § 10-* M junto con
¢l riego. Cada planta recibig 10 ml de solucién cada cineo dias,
El nimero de aplicaciones varia segiin las series experimentales.

Tratamiento con AG: se aplicé en solucién acuosa depositando
una gota entre las hojas mas jévenes. Cada planta recibié 1 ¢ 2
mierogramos de AG.,

Cuando dos o tres sustancias se aplican simultineamente el
tratamiento se realiza en la misma forma que se describe para cada
‘Sustancia por separado.

Observacionas morfolégicas: los resultados descriptos en este
trabajo son medias tomadas en la siguiente forma: altura de plan-
tas: desde el nudo cotiledonar al brote terminal, medido una vez
‘pPor semana,.

Numero de hojas: se toma g medida que aparecen, consideran-
do que una hoja existe cuando aleanza 0.5 em de longitud,

Los porcentajes de plantas florecidas se calculan cuando las
‘hracteas de la inflorescencia han aparecido.

Determinacion de gibberellinas endigenas: esta valoracion se hizo
sobre 40 plantas por tratamiento. Las hojas y el tallo se congelan
¥ trituran, extrayendo con etanol 75 %, durante 48 hs, renovando

/
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el alcohol a las 24 hs. El extracto aleoholico se evapora al vacio
hasta el momenlo que todo el aleohol ha desaparecido. El residuo
acuoso se acidifica a pH 2,5-3.0 ¥ se agita con una mezela de carbén/
celite (1/1) durante dog horas, se elimina el residuo acuoso y se
cluye el carbon con acetato de etilo. Este eluado se reduce a 1 ml
por evaporacién al vaeio y se cromatografia en papel Wathman
M9 1, en un sistema de isopropanol/amonio/agua (10:1:1). Kl ero-
matograma se utiliza para el dosaje biolégico de gibberellinas. Utili-
zzmos el test de crecimiento de hipocotilo de lechuga (cv. Reine

de Mai).
RESULTADOS

Damos aca los resultados de las principales expericncias que nos
permitieron preeisar progresivamente la accidon del Phosfon-D y
CCC en el crecimiento del tallo y floracidn de Rudbeckia.

1. Acciéy pel Pirosrox-D o CCC EN PLANTAS CULTIVADAS EN DiA.
LARGC, TENTATIVA DE REVERSION POR AG,

Aecion del Phosfon-D: Las plantas se trataron con concenliracio-
nes de 2, 4 v 6 % a partir del 20° 6 30° dia de cullivo.

Independientemente de la concentracién y fecha de tratamiento,
¢l Phosfon inhibe el crecimiento del tallo. La foto 1 muestra el
cfecto de diferentes eoncenlraciones en plantas Lratadas a partir del
trigésimo dia de cultive. La inhibiciéon aumenta con la concentra-
cion. El ntimero de hojas no parcee ser afectado (cuadro 1). En
cuanto a la floracién, no es inhibida por ninguno de los trata-
mientos, se nota solamente un ligero retardo en la aparicidn de
las inflorescencias (cuadro 2). Las plantas tratadas con Phosfon
¢l 309 dia, recibieron a los 63 dias de cultivo 1 pg de AG. La apli-
cacion de esta pequeiisima cantidad de AG es suficienle para re-
ducir el retardo en la aparicion de las inflorescencias (cnadro 2).

Aeccién del CCC: Cada planta fue tratada con 10 ml de solucién
acuosa de CCC en concentraciones de 10-2, 102 y 10—* M. los dias
20, 25 vy 30 de cultivo.

£l CCC inhibe el erecimiento caulinar de Rudbeckia, siendo su
aceién directamente proporcional a la concentracién usada (foto 2).
La aparicién de hojas se retarda un poco a las concentraciones de
102 y 10-% M, pero el ntimero de hojas alcanzado en el momento
de la floracién no se altera (cuadro 3).

Tampoco el CCC impide la floracion, pero la retarda, siendo este
relraso mas fuerte a mayores concentraciones (cuadro 4).
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Foto 1. — Efeeto de diferentes concentraciones de Phosfon-D sobre el alargamiento
caulinar de Rudbeekiu. — Poto 9, Efecto de dosis diferentes do CCC, suminis-
tradas por medio del riego, sobre el alargamiento caulinar de Rudbeek

1t



CUADRO 1

Ndmero medio de hojas formadas en las plantas testigo, tratadas con Phosfon-D desde los 30 dias de cultivo,
y en los tratamientos de Phosfon revertidos por el &cido gibheréllico (AG)

Edad en dias

- - 21 31 42 52 58 63 68 i3
Tratamienles

TREHIEG, . . o 1 5 2,6 6,2 10,4 15,0 16,8 16,8 16,8 Floves
Phosfon 20/e. .. ... ... 3,0 5,6 8,4 15,4 15,6 18,0 12,0 Flores
Phosfon 4o, .. .. ... 4,0 6,0 8,8 13,0 14,8 16,6 16,6 Flores
Phosfon 6%/, ........ 3,6 5,8 8,6 12,6 13,8 16,4 16,6 17,0
Acido Giberélico . ... 3,6 6,4 10,6 16,0 16,4 16,4 Ilores Flores
Phosfon 2°/, + AG. .. 3,0 5,6 9,2 13,6 14,4 17,6 18,0 18,4
Phosfon 4"/, + AG ... 4,0 5,8 9,4 13,4 16,2 17,0 Ilores Ilores
Phosfou 6°/, + A%... 3,0 6,4 9,4 13,6 15,0 16,8 Flores Flores
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CUADRO 2

Porcentaje d2 plantas florecidas de acuerdo a los distintos tratamientos

Eaud
-— _ 52 o8 G3 68 133 70
Tratanientos
Testigo, .. ... ... .. 40 40 80 100 160 100
Phosfon 2°/, ... .. 0] 0 80 Jou 1uu Ju0
Phosfon 40/, .. .. 20 “0 (5] 100 100 100
Phosfon 6°/,. ... .. 0 u 0 40 ®u lu@
Acido Gibberéllico . 80 10y 100 100 10U 100
Phosfon 29/, 4 Ay U U 20 Gy 1oy E00
Phosfon 4 ¢/, + AG 0 d0 40 Luu 100 100
Phosfon 6 v/, + AG 20 Qv 40 100 Y 100

La aplicacién de 2 pg de AG neutraliza la inhibicién del creei-
miento provocada por el CCC v disminuye el retardo provocado

en la floracién (cuadro 4],

II. Accion pEr Pmosron-D v CCC EN PLANTAS GULTIVADAS EN DiAs-
CORTOS Y TRANSFERIDAS A& DIAS-LARGOS POR TIEMPOS LIMITADOS,

Puesto que se ha visto que la accién de los relardantes es bas-
tante lenta, se pensé que podia comenzar su efecto una vez que se
habian inducido las plantas fotoperiédicamente, v no podian en
ese caso sino retardar la apertura de las inflorescencias. Es por eso
que se eligio tratar plantas cultivadas en condiciones no inductivas
durante diez dias, luego colocarlas un cierto numero de dias en
fotoperiodo inductivo, lo suficiente como para captar el estimule
floral, y luego volverlas g colocar en dias cortos, donde se puede
manifestar el fenémeno de floracién si ha sido precedido de un
periodo inductivo,

Plantas cultivadas en dias cortos durante 26 dias, reciben trata-
mientos de CCC solamente, o bhien tratamientos conjuntos de CCC
¥ Phosfon. La concentracién de Phosfon utilizada es de 4 %, la de
CCC 1C—2M, que se aplica una vez por semana durante dos meses.
Diez dias luego de comenzar el tratamiento se colocaron lotes de
plantas en dias largos (16 hs) durante 20, 30 v 40 dias, para indu-
cir floracién, Luego de ese periodo se las volvié a trasladar a dias
cortos,

Los tratamientos de 30 ¢ 40 dias largos provocan un alargamiento
del tallo (fig. 1). EI tratamiento con CCC inhibe un poco este
crecimiento ; sin embargo, el tratamiento conjunto de CCC y Phosfon
impide e] alargamiento quedando las plantzs en rosela.



Promedio de nimero de hojas formadas en

cada uno de los tratamientos en relacién con el tiempo de cultivo

CUADROD 3

Edad
—— 21 31 42 52 58 43 68 73 ™ b
Tratamicntos

Testigo. .. ........ 3,6 6,6 11,4 15,6 17,0 18,0 18,2 Flores Flores Floreg
CCC 10 M, .., ... 3,6 5,6 9,0 12,4 14,8 16,4 16,4 16,8 18,0 18,2
ceCc M, ... 3,6 5,4 8,8 12,6 14,8 16,4 18,0 18,6 18,8 19,6
CCC107* M, ., ... 3,6 6,0 10,0 14,8 17,4 18,0 18,8 19,4 Flores Flores
CCC 10 M + AG. 3,6 5,0 8,2 12,2 15,2 17,8 18,6 19,0 Flores Flores
CCC 10* M + AG, 3,6 5,8 9,6 13,4 17,0 19,2 19,8 Flores Tlores Floreg
CCC10* M + AG. 3,6 5,8 11,0 14,8 18,0 18,6 18,8 Flores Flores Flores
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Fig. 1. — Comparacién de alturas de plantas tratadas con Pliosfon 4 o/o + CCC 10—M
a la misma concentraéién_y testigo, que han sufrido’periodos inductores (DL)
diferentes (20, 80 y 40 dias). Se consignan tamnbién los porcentajes de floracién en

cada variante,
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CUADRO 4
Porcentaje de plantas florecidas de acuerdo a los distintos tratamientos
de CCC y AG
Edad

— — 52 58 63 68 73 90

Tratawientos
Tesbigo. . ......... 40 40 80 100 100 100
CEE T0PYM e s 0 0 0 40 40 100
CCC10°*M....... 0 0 0 40 80 100
CCC 10+ M. ...... 20 20 40 60 100 100
Acido Gibberéllico, 80 100 100 100 100 100
CCC 10*M + AG. 0 0 40 40 100 100
CCC 10* M + AG, 20 20 60 100 100 100
CCC 10+ M + AG, 0 60 20 1uo 100 100

La produccién de hojas es mas rapida en las plantas transferidas
durante periodos mas largos en dias inductores. Aunque esta ace-
leracion no es sino momentdnea ya que todas las plantas aleanzan
el mismo namero de hojas en floracion.

Ta floracién se retarda v es parcialmente inhibida por la apli-
cacion de CCC en el tratamiento de 20 dias largos. Cuando ge tratan
las plantas con CCC y Phosfon simultineamente. se impide la flo-
racion en un 100 % de los lotes de 20 ¥ 30 DL, v en un 87,5 %
al lote de 40 DL (fig. 1).

TIT. AcciON DE LOS RETARDANTES SOBRE EL NIVEL DE GIBBERELLINAS
ENDOGENAS DE RUDBECKIA.

Se ha querido constatar si el efecto de los retardantes como inhi-
bidor de la sintesis de gibberellinas en el hongo y en algunas plan-
tas superiores, se produce también en Rudbeckia.

Diferentes lotes de plantas se trataron con CCC (102 M) y con
Phosfon-D (4 %) y se colocaron luego de 20 dias en condiciones
inductivas. Después de 30 dias bajo fotoperiodos largos, se hicieron
determinaciones de gibberellinas naturales.

Los resultados muestran que tanto el lote tratado con CCC como
el tratado con Phosfon no presentan ninguna actividad del tipo
gibberellinas, con respecto al testigo, por el contrarlo, se ohserva,

una inhibicion marcada.
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amas que muestran la actividad bioldgicn de sustancing tipo

gibberellinas (testigo) y zonas inhibitorins en las plantas tratadas con retardantes.
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DISCUSION

Nuestros ensayos nos permiten deducir que tanto el Phosfon
como el CCC ejercen una inhibicion marcada sobre el alargamiento
del tallo de Ruubeckia. Esta accidn se opone al efecto estimulador
del AG y puede ser anulada parcial o lotalmentle por un trata-
miento adecuado con AG.

Sobre este punto, se confirman los resultados de varios autores
con AMO en remolacha (MARcARa, 1961), en crisantemo (SACHS
el al., 1960) ; con AMO. CCC y Phosfon en crisantemo (SacHS y
KoFrANEX, 1963); en Perilla (DELTOUR v JacQMarD, 1967).

Si las plantas tratadas con retardantes se mantienen permanen-
temente en DL induclores, no se inhibe la floracién. Pero la apli-
cacion de Phosfon y CCC simultaneamente a plantas que solamenle
recibieron 20 6 30 DL (suficientes para hacer florecer los testigos),
inhibe completamente la floracion,

Por otra parte, se constata que la accion de los retardantes sobre
e} tenor de gibberellinas enddgenas es parecido al efecto que pro-
duce sobre Gibberella (HARADA y LANG, 1965) y en algunas plantas
superiores lales como la arveja (BALDEV et al., 1965) v Echinocystis
(DENNIS er al., 1965): hacen desaparecer toda actividad gibhere-
linica.

Los efeclos de los retardantes sobre la floracién son variables ya
que hay plantas que se inhiben 1ales como Bryophyllum por Phos-
fon (MARCELLE y SIRONVAL, 1964) v CCC (ZEnvArT v Lanc, 1963),
Samolus por AM0-1618 y CCC (BALDEV y L.ANG, 1965). Otras plan-
tas no muestran ninguna reaccion como la remolacha (MARGARA,
1961) o simplemente un ligero retardo en la aparicién de las flores
como en el pepino (014, 1962) v en Cannabis sativa (DALL’OLIo,
1904).

En el caso de Rudbeckia se puede inhibir la floracién, pero
solamente cuando el CCC y el Phosfon actaan juntos, puede ser esta
inhibicién total.
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