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Introduccibn

La historia del hombre es en amplia medida una créni-
‘ca del dominio de su medio ambiente. La eficiencia de su con
trol se manifiesta en su civilizacifén y cultura. En gran par
te, el control del medio aﬁbiente significa el control de la
vida de las plantas. Las dificultades para proveer un altc ni
vel de vida a la poblacifn, en los paises subdesarrollados,
estan generalmente asociadas con un sistema ineficiente para
la produccibn y distribucién de cosechas(lTYQ'La produccibn y
el manejo de plantas fitiles, es la base principal de nuestra
civilizacién. |

En Méx;co, la evolucién de la agricultura ocupa un lugar
intermedio, en comparacibn a la de los dem&s paises del mundo
y aunque durante los Gltimos 30 anos ha hecho notables progre-
sos en cuanto a su capacidad para producir alimentos, afin sub-
sisten muchos y graves problemas.

Entre los afios 1930-1945, la produccién de alimentos es
taba estancada, importindose entre el 15 y el 20% de cereales;
en 1960, habian desaparecido los déficits de productos alimen-
ticios y en 1964-1969, se satisfacfa la demanda interna y ade-
mis se exportaban cantidades considerables de productos aari-
colas (5.4 millones de toneladas de mafz, 1.8 millones de tone-
ladas de trigo y 339 000 toneladas de frijol). €in embargo, a

principijos de la década de los 70, volvia a importar entre el



12 v el 20% de los cereales bdsicos, debiéndose este fenbme

no a la interaccién de tres problemas principales(37):

1)La naturaleza dual de la agricultura mexicana. Por
un lado un pegquenc sector moderno y avanzado qué da la mavo
ria de los productos agricolas comercializados y por el otro
un amplio sector agricola semicomercial y de subsistencia.

2)La escasez e irreqularidad en el suministro de acqua
para cultivos en las principales &reas agricolas.

3)La dispersifn de investigadores competentes.

/ Nicol&s Ardito Barletti ha intentado valorar los be-

neficios sociales producidos por la investigacidén v, seqfin
sus cdlculos, la inversibn realizada a partir de 1945, en to
do tipo de investigaciones, proporcionaba dividendns del 300%
anual en 1965, de aqui que aunque estas ganancias tan elevadas
se debian en parte al estado primitivo de la aaricultura, es
evidente que la investigacifn desempend un papel decisivo en
la obtencién de tales beneficios(37).

f(?n vista de la importancia que representa el cultive
de vegetales en un pais, y de acuerdo al primordial papel aue
juega la investigacién en la eficiencia de produccibn veaetal,
es necesario realizar mavor nlmero de estudios gue conduzcan
al conocimiento de la vida de los vegetales y las condiciones

en gue crecen mejor, para aque de &stos, surjan nuevas técnicas



de cultive y se perfeccionen las va existentes, tratando siem-
pre de encontrar aquellas que garanticen mayor produccién, en
menor tiempo y de mayor calidad.j
(/Entre los problemas que se pueden relacionar con la pro

duccibn y calidad de los cultivos, puede destacarse la dificul
tad que existe para la propagacibén répida y eficiente de algu-
nos vegetalesg

La propagacién por medic de semillas es la més utiliz&—
da para plantas de autopolinizacifén y también se usa bastante
en la propagacifn de plantas de polinizacién cruzada, sin em-
bargo, aunque tiene ciertas ventajas:

a)Generalmente es el método mis barato de propagacién.

b)Las semillas permiten almacenar plantas durante lar-
gos periodos de tiempo.

c)En condiciones apropiadas su viabilidad puede mante-
nerse por mucho tiempo.
se presentan tres desventajas importantes(17):

a) Segregacién genética de las plantas heterocigbticas.

b)El gran intervalo de tiempo que se necesita en algu-
nas plantas para que se alcance la madurez a partir de semillas.

c)La baja viabilidad de algunas semillas.

En los caso en cue estas desventajas se presenten, el
método a elegir es la propagacifn vegetativa, que permite ob-

tener plantas genotipicamente idénticas, con lo gue plantas
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heterocigbfticas pueden ser perpetuadas sin alteraciéfn; es mis
f8cil v ripida que la propagacién por semillas, el estado de
madurez se alcanza mis rdpido y ademés se pueden perpetuar clo
nas de plantas sin semillas(17)

m? Fn estudios fisiol6gicos, los efectos de un tratamiento
dado se oscurecen por variacién genética entre plantas; una al
ternativa a este problema es la utilizacibén de estacas, que re
duce considerablemente esta variacién(6); por esta razén y por
ser un medioc de propagacidn vegetativa, es conveniente explotar
la utilizacidén de estacas, e investigar a fondo el proceso de
enraizamiento y los factores involucrados en &l, siendo este

proceso la principal limitante en el cultivo de estacas.) |

[
\

(7" | Antes de que se descubrieran las auxinas, Sachs(1882) y

Went (1933) postulaban ya que existian sustancias en las hojas,
yemas y cotiledones de las plantas, que se desplazaban hacia las
raicés estimulando el enraizamiento; dichos autores denominaron
a esta sustancia como rizocalina(in 36). Curtis(1918) y Zimmer
man y colaboradores(1933) proponian, respectivamente, gue el
permanganato y el monéxido de carbono incrementaban el enraiza
miento de estacas(in 36). Sin embargo, en 1934, Thimann y Went
(31) senalan gue sun las auxinas las que ejercen el control pri
mario en la formacidén de raices. Se han realizado varios traba-

jos a partir de este descubrimiento, encontridndose en la mayo-

ria de los casos, un incremento en el nfimero de raices forma-



(9]

das, al tratar estacas de plantas con auxinas(ll]ﬁ

Z_Al descubrirse que las auxinas desempenaban ;n importante
papel_en la formacién de raices, se supuso que las estacas que
no enraizan f&cilmente, no lo hacen porque gggggsg_de niveles
adecuados de auxinas y que al proporcionarles la cantidad de
auxina faltante, deben enraizar. La lista de plantas gue responde
ante la aplicacibén de auxinas, es ahora bastante grande (Chadwick,
1937; Cooper, 1935, 1938; Gocolasvili y Maximov, 1937; Hitchcock
y Zimmerman, 1936; Laibach y Fischnich, 1935; Muller, 1935; Po-

esch, 1938; Pearse y Garner, 1937; Pearse, 1938B; Traub, 1938;

Went, 1934)(31). |

} Se ha estudiado la d6sis Sptima de auxina en muchas plan-

L
tas, variando las concentraciones &ptimas de especie a especie
(32, 33). Se han estudiado muchas sustancias que se comportan
como auxinas; dcido indolacético (IAA), &cido indolpropibnico
(IPA) , &cidg indolbutirico (IBA), &cido naftalenacético (NAA)
y &cido benzofurano acético (BzFAA). De ellos, los mis usados
han sido elhfff, el IBA, y el NAA, estos Gltimos tienen la ven
taja de ser m&s estables que el primero(l, 33i:

?Se piensa gue las auxinas funcionan sobre-todo en los
primeros estadios de diferenciacién para la formacién de primor
dios de rafces. Haissig(1970) encuentra que al aplicar IAA mar

14

cado con C, las células de los primordios de raiz lo incorpo



ran, sobre todo en la fase mis temprana de la iniciacibén de ra-
ices(10). Smith y Thorpe(1975, 1976) encuentran en cortes histo
1l6gicos, gue las auxinas promueven sobre todo, la formacién de
los primeros estadios de diferenciacién(27, 28, -29).

i&a aplicacibén de IBA determine cue los meristeﬁos en Salix
fragilis puedan formar primordios de raiz, gue en su ausencia
forman parénquima(lO];

Se ha propuesto la participacifn de otras hormonas vegeta
les en el enraizamiento. Brian y colaboradores(1960) encuentran
gue las giberelinas se oponen a la iniciacibn de raices; Mere-
dith y colaboradores(1970) encuentran que las citocininas, en
bajas concentraciones, estimulan la iniciacibén de raices(21l); Ba
chelard y Stowe(1963), encuentran que dependiendo del lugar de
aplicacién de citocininas, se estimulard o se inhibird la ini-
ciacibn de raices en estacas(l).

_//A pesar de todos estos descubrimientos, guedan afin muchas
incbgnitas por resolver; sobre todo las que surgen a partir del
hecho de que no todas las estacas de plantas tratadas con auxi
nas, son caﬁaces de formar raices. Muchas de las plantas mds
resistentes, gue de ordinario no se propagan por estacas, no
forman raices cuando se tratan con auxinas. Evidentemente la
falla de estas estacas pa;a formar raices, no se debe, en pri-

mera instancia, a un contenido auxinico deficiente; puesto gue



se sabe que las auxinas est&n presentes en todas las plantas,
al menos en primavera y durante el perfodo de crecimiento(31).
Z Hay varios factores que influyen sobre el enraizamien-
to de estacas(1l):
— 1l)La edad de la planta de donde se toma la estaca(Thimann

y Delisle, 1939; Heitmuller, 1952).

2)La posicifén que ocupa la estaca en la planta de donde
es tomada(Snow, 1938; Edgerton, 1944).

3)El tipo de estaca usada (suculenta o lefosa) (Niens-
taedt, et al, 19 8).

4)La época del afio en que las estacas son tomadas (Snow,
1938; Heitmuller, 1952; Enright, 1958).

5)El sexo de la planta de donde se toman las estacas
(Snow, 1942; Edgerton, 1944).

6)El estado nutricional de la estaca(Nienstaedt, et al,
1958; Cohen, 1978).

L, 7)Las condiciones ambientales en que enraizan las esta
cas (Nienstaedt, 1958).

‘'De éstos, algunos pueden estar relacionados con el o
los compuestos, ajenos a las auxinas, que determinan que las
estacas enraicen o no. Sobre todo si tomamcs en cuenta gue
las auxinas son incapaces de restablecer el desarrollo de

raices en las estacas expuestas a estos factores(1l).



Se ha propuesto la existencia de factores que promueven
la formacibn de raices. Thimann y Delisle; por medio de sus ex
perimentos se dan cuenta gue la capacidad para formar raices de
una estaca, se pierde con la edad y el tratamiento con auxinas
no elimina dicho efecto: sugieren que existe un compuesto di-
ferente de las auxinas, que promueve la formacibfn de raices
y cuya sintesis puede disminuir con la edad de la planta de don
de se toman las estacas(31).

En 1939, Kaiser, S. y Albaum, H.G. proponen gue existen
factores ademds de las auxinas que pueden existir en niveles
limitantes, y por ello se dificulta el enraizamiento de las
estacas de algunas plantas, afin cuando se tratan con auxinas
(18).

| Se reporta también la existencia de cofactores, gue en
combinacién con las auxinas, ayudan a rque las estacas formen
raices; la fuente de esos cofactores son por lo comfin {gs ho-
jas; entre estos cofactores figuran materiales nitrogenados
y azficares(25); también hay pruebas de que ciertos compuestos
fen6licos interact@ian con las auxinas al inducir la iniciacién
Tomaszewski, 1964; Hackett, 1970(in 3f).

ﬁfias yemas gue no se encuentran en reposo, parecen Ser
los lugares de sintesis de factores que estimulan el enraiza-

miento. Con experimentos de anillado o eliminacifn de yemas



se ha demostrado que algunas sustancias se desplazan hacia a-
bajo, a través del floema y hasta la base de la estaca, donde
se estimula el enraizamiento(}ﬁ); Mohammed, S.(1¢75), encuen-
tra que en estacas de chicharc,.los factores estimuladores de
la formaci6n de raices, que se producen en las yemas y meris-
temos apicales, son esenciales durante los primeros 3 dias de
desarrollo de las estacas(22).

En 1974, Eggens, J.L., " Hilton, R.J. y Lougheed, E.C.
reportan gue la variacién que existe en algunas estacas de
fécil enraizamiento en cuanto a la capacidad de formar raices
en funcién de la época del afio en que estas sean tomadas(31),
podria atribuirse a variaciones en la sintesis de compuestos
activadores del enraizamiento, 1levéndp§E/a cabo la sintesis
de estos compuestos en las yemas{?}*?ié}endo el enraizamiento,
al menos en algunas plantas, bajo en prédormancif, muy bajo
en dormancia y alto en post-dormancia(3).. I

Hess (1964) reporta la presencia de 4 8reas con activi-
dad promotora del enraizamiento, a partir de extractos etang
licos de hiedra inglesa juvenil (Hedera Egiig}. La forma madu-
ra, que es dificil de enraizar, contuvo menos actividad de
este tipo{14);

~Heuser y Hess(1972), aislan tres compuestos lipidicos

que promueven la formacibén de raices, a partir de la forma
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juvenil de la hiedra inglesa, de f&cil enraizamiento; nc-esta-
blecen su estructura gquimica, pero por anflisis espectroscépi-
cos, determinan la presencia de grupos alcohol y nitrilo en es
tos compuestos(15), pudiendo corresponder a compuestos como el
mandelonitrilo encontrado por Bove, C. y Conn, E.E. en 1961(4]ﬂ
T Tognoni y Lorenzi(1972), encuentran que la fase &cida
de extractos metanblicos de tejido de Picea glauca (planta de
dificil enraizamiento) contiene sustancias que estimulan la

produccibén de raices, que retardan el crecimiento, y gue se en

cuentran en menor cantidad en Chamaecyparis lawsoniana (planta

de flcil enraizamiento) (35). Pareceria contradictoric que las
plantas que dificilmente enrairzan, posean mayor contenido de
sustancias que promueven el enraizamiento; sin embargo, Tizio
(1968), sugiere que el enraizamiento surge del balance de sus
tancias de crecimiento, mis que de la presencia de una de ellas
(35). En un trabajo posterior(1977), Tognoni, Kawase y Alpi,
identifican tentativamente a la sustancia que promovia el en-
raizamiento como &cido abscisiéo. A excepcibn de este trabajo,
las sustancias promotoras del enraizamientc han sico encontra
das en plantas de facil enraizamiento, mientras que las plan-
tas de dificil enraizamiento, carecen de ellas o las tienen en
muy baja cantidad (8, 15).

Fadl y Hartmann(1967), al tomar extractos de estacas de
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las variedades de peral "0Old Home" y"Bartlett" , de f&cil y di
ffcil enraizamiento, respectivamente, fraccionarlos por croma-
tografia en papel y someterlos al biocanflisis del frijol mun-

go(Phaseolus mungo), se dan cuenta que hay gran actividad pro

motora del enraizamiento en los extractos de la variedad "0Old
Home" y mucha actividad inhibitoria en los extractos de la va-
riedad "Bartlett". Dichos experimentes indican que la presen-
cia o ausencia de sustancias promotoras del enraizamiento ,
pueden no ser la finica causa de que las estacas formen o no
rafices. Pueden existir inhibidores de este proceso, que pueden
o no estar presentes en las estacas y, dependiendo de esto, ha
brd o no enraizamiento(8). Spiegel (1954, 1955) encuentra que

las estacas de Vitis vinifera, de enraizamiento f&cil, al ser

sometidas a extractos acuosos de Vitis berlandieri, de enrai-

zamiento dificil, sufren un decremento en la capacidad para
formar raices; si se lixiviaban las estacas de Vitis berlan-
dieri, se fomentaba la formacibn de raices; pero las estacas
no lixiviadas, poseian un contenido elevado de inhibidores(30).
-Odbm y Carpenter encuentran inhibidores en estacas de alterna
tera , coleo, crisantemo, geranio y clavel(36). Meredith y co
laboradores (1970) encuentran un inhibidor en las estacas de

Feijoa selowiana y el contenido de inhibidor era 5 veces mayor

en variedades de dificil enraizamiento, gue en variedades de
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facil arraigue(21). Gazit y Blumenfeld(1970) proponen la exis
tencia de inhibidores diferentes al &cido abscisico(36). Smith
y Thorpe(1975) encuentran que la cinetina inhibe marcadamente
la fase preiniciativa de la formacibén de raices en estacas de
Pinus radiata(28)?1Newton{1977) encuentra que el 8cido absci-
sico retarda el alargamiento de raices en un 60%(23). Como
nos damos cuenta, no existe un acuerdo general en cuanto a in
hibidores del enraizamiento se refiere. Por un lado se propo-
ne al &cido abscisico y la cinetina como inhibidores, pero en
otros trabajos se reporta que estos compuestos estimulan la
produccifn de raices(33). Otro grupo de investigadores encuen
tra inhibidores de naturaleza quimica desconocida(8). Todos
estos problemas surgen de la falta de entendimiento del pro-
ceso de formacifn de raices en estacas de plantas.

En cuanto al sitio de produccién de inhibidores en las
plantas, el trabajo de Iwazaki y Weaver (16) - en el que se
encuentra que, al remover las yemas en reposo de la uva "Zin-

fanel" (Vitis vinifera), se favorece el enraizamiento, y en el

que se identifica un inhibidor del crecimiento de raices co-
mo &cido abscisico- sugiere gque el principal sitio de sinte-
sis de inhibidores del enraizamiento, son las yemas en repo-
sC.

Evisten algunos otros factores que influyen sobre el en-
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raice de estacas; Linderman y Call(1977) encuentran que los hon
gos que forman micorrizas, capacitan a las estacas en el enrai-
zamiento y atribuyen este efecto, entre otras cosas, a la pro-
.duccibn y liberacibn por parte del hongo, de sustancias que pro
mueven el enraizamiento(20).

Todos los experimentos antes citados, conducen primordial-
mente a descubrir los factores gque gobiernan el procesoc mediante
el cual, las estacas forman raices; no obstante el gran adelanto
que al respecto se ha logrado, no existe un acuerdo general en
cuanto a este tdépico. La mayoria de los autores sigue consideran
do a las auxinas como las (nicas responsables del proceso de en-
raizamiento, ya gue, aungue las evidencias de que sustancias di-
ferentes de las auxinas son importantes en el enraizamiento se
van acumulando, lo que se conoce de estas sustancias hasta el mo
mento es poco, por lo que se necesita investigar la existencia
de estos factores y sus efectos, en mayor nmero de plantas. En
funcién de tal necesidad, el siéuieﬁté trabajo persigue los si-
guientes objetivos: 1)Determinar si en los extractos de violeta

africana (Saintpaulia ionantha), de ficil enraizamiento, y agua-

cate (Persea gratissima), de dificil enraizamiento, existen com

puestos no auxinicos, gque estimulen la produccién de raices se-
cundarias. 2) Comparar el efecto de estas sustancias , en caso

de existir, con el de las auxinas. 3) Determinar si existe algu
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na fraccién, en los extractos de cualquiera de estas plantas,
que inhiba el enraizamiento. 4) Comparar los niveles de inhi-
bidores en las plantas de fécil y dificil enraizamiento tra-
bajadas (si es que existen). 5) Determinar si existe un efec
to cooperativo entre auxin.s y fracciones promotoras del en-
raizamiento del extracto de cualquiera de estas plantas (en
caso de existir).

Tomando en cuenta que existen plantas de dificil enrai-
zamiento, cuyas estacas no formean raices a pesar de propor-
cionarles auxinas(31, 15), gue a partir de especies de plantas
de fécil enraizamiento se han obtenido promotores no auxini-
cos potentes para la formacifn de raices y la concentracién
de éstos es muy baja o nula en plantas de dificil enraizamien
to(8, 19, 34) y que existen inhibidores de la formacibn de
raices que actfian en diferentes etapas de este proceso(8, 21,
28, 30, 36) podemos pensar gque la dificultad para el enraiza-
miento en plantas dificiles de arraicar no se debe a una de-
ficiencia de auxinas, pero si puede ocurrir gque disminuyan los
niveles de sustancias no auxinicas gue promueven el enraiza-
miento, que deben encontrarse en niveles adecuados en vlantas
de facil enraizamiento; o que en las plantas de dificil en-
raizamiento se presenten altas concentraciones de inhibidores
que contrarresten la accibén de sustancias gue promueven la for

macidén de raices secundarias
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Material y Mé&todos

El material vegetal utilizado para este trabajo fue ob-

tenido a partir de hojas de vicleta africana (Saintpaulia ionantha)

y hojas de aguacate(persea gratissima ¢.) tomadas de &rboles de

8 anos de edad en Abril de 1980. Las hojas se obtuvieron por
cortes con navaja en la base del peciolo. Los procesos de ais-
lamiento y purificacibn se realizaron evitando en lo méximo po-
sible la exposicién a luz y temperatura, para minimizar la des-
composicién de los compuestos estimuladores del enraizamiento(15).

Extraccién de hojas de violeta africana y purificacién.

Se pesaron 18lg de material fresco, se homogeneizaron en
724 ml de una mezcla de metanol-cloroformo (8:2 v/v) con una li-
cuadora. Se filtr6 y el residuo se extrajo 3 veces con 550 ml de
mezcla metanol-cloroformo (8:2 v/v).

Se combinaron los filtrados y se redujeron a un volfimen
de 200 ml bajo presibn reducida, a una temperatura menor de 35°C,
en un rotavapor-R (Brinkmann instruments Cantiague road Westbury,
N.Y. 11590). Este volfimen se extrajo 5 veces con porciones de 50
ml de cloroformo, desech&ndose la fase acuosa.

Se removié clorofila de la fraccibn clorofb6rmica con una
columna de carbbn-celita (2:1 p/p) de 1.5 cm de difmetro.* Se u-
tilizé 1g de mezcla por cada 25 g de material fresco. La fraccién
cloroférmica activa eluida de esta columna se mezcld con 10 g de

gel de sflice 60, se evaporé a presién reducida en el rotavapor

*No fue posible remover cantidades significativas de clorofila.
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(temp. menor de 35°C) y se aplicé a una columna de gel de silice
(30 g) de 1.5 cm de diémetro, previamente preparada en hexano.
El gel de silice se eluyd primero con hexano, hasta gue la frac-
cibn de color amarillo del eluato alcanz6 la base de la columna
y después se eluyf con fracciones de 100 ml de mezcla al 5, 10,
20, 40.y 100% de acetato de etilo en hexano. Las mezclacs de a-
cetato de etilo en hexano se concentraron en el rotavapor-R bajo
presi6n reducida (temp. menor de 35°C) y el material se disolvié
en 3-4 ml de isopropanol. Se obtuvieron asi 5 muestras, corres-
pondiendo cada una a una dilucibén de acetato de etilo en hexano.
Las muestras se guardaron en el refrigerador a 4°C hasta que fue
ron usadas. M&todo modificado de Heuser v Hess(15).

Bioensayo

Se midié la actividad enraizedorz de cada fraccién por medio
del biocensayo del frijol mungo, modificado de Hess(12). Se obtu-
vieron semillas de frijol mungo de fuente comercial, se trataron
con solucibén de clorox (hipoclorito de sodio comercial) al 20% du
rante 20 minutos, se lavaron con agua corriente durante 24 hs y se
germinaron en cubas de plistico con vermiculita previamente tra-
tada con fungicida (Bem-late). Se sembraron 1 200 semillas de fri
jol mungo, 100 semillas en cada cuba de pléstico, a una profun-
didad de 2 cm v fueron germinadas en la oscuridad por 8 dias. Se

decapitaron(en: la bace de los cotiledones) al 7°dia y al 8%se tomaron



estacas de 7 cm de longitud, medida desde el punto de decapita-
cibn. Se colocaron 3 estacas por tubo de enséyo de 1.3 ¥ 10 em;
se agregaron 10 ml de agua destilada y una tira de papel What-
man 1 de 1.5 X 5 cm a cada tubo. Las tiras de papel no lleva-
ban fraccifn alguna del extracto cuando se uplicaron a los lo-
tes control, pero en los lotes experimentales cada tira se p[re-
pard con cantidades variables de fraccifn del extracto segfin
fuera el caso; asi, en cada tubc existia una dbsis determinada
de una fraccién dada del extracto.

Se mantuvieron las estacas de frijol mungo en los tubocs
de ensayo por nueve dias y después de este tiempo se contd el
nGmero de raices en cada estaca. Las estacas de las pléntulas
etioladas se desarrollaron en ausencia de luz.

Se utilizaron extractos a la semana, 2 semanas y 4 se-
manas de obtenidos, para determinar el grado de inactivacién
de las sustancias activadoras e inhibitorias de la formacidn
de raifces secundarias a través del tiempc, por medic del bioen
sayo del frijol mungo.

Para observar el efecto de la concentracifn de las frac
ciones activas sobre el desarrcllo de raices secundarias en las
estacas, se utilizaron 0.1 pl/ml, 0.3 pl/ml, 0.5 pl/ml y lpl/ml
de esta fraccibén en isopropanol.

Para comparar el efecto del extracto con el de las auxi

nas y determinar si existia un efecto cooperativo entre determi-



nada fraccibn del extracto y auxinas, Se prepararcn tubes con
la désis 6ptima de la fraccidén promotora de la formacifn de
raices secundarias (C.3 ul/ml), tulos con esta fraccifn en dé-
sis Sptima + auxinas, v tubos con auxinas ﬁnicamgnte (I2A o
IBA en solucibn (5 mg/1)).

Cromatografia en capa fina para la identificacidn de los

componentes del extracto.

S5e realizd cromatografia en capa fina de las fracciunes
del extracto (5, 10, 20, 40 y 100%) corriendo al mismc tiempo
muestras de auxinas (IBA e IAA). Se utilizaror placas metdli-
cas impreqnadas con gel de silice Merck (Kieselgel ?254) de 270
X 20 cm y 0.2 mm de espesor. Se aplicaron las fracciones del
extracto v las auxinas, y se corrieron por crematografia ascern
dente en una cdmara cromatogridfica con una mezcla de solventes
cloroformo-acetato de etileo (9:1 v/v) hasta que el frente del
solvente alcanzd 15 cm. se evapord el solvirte v se reveld con
el reactive de p-anizaldehido-dcido sulfdrico(15).

Lxtracto de hojas de aguacate.

Siguiendo el método de Tognoni v Lorenzi(35), se pesaron
400g de hojas de aguacate, se homogeneizaron en una licuadora y

se extrajeron con 800ml de metanol al 80% por 24 hs a 2°C. FEl ex-

tracto se redujo & un volumen de 20-25 ml bajo presibén reducida
en un rotavapor-TF (tem . menor de 40°C) y se guardd en refrige-

racién en frasco ambar a 4°C, hasta cue fue utilizado.



Cromatografia en papel

Se fraccionb6 el extracto de hojas de aguacate por cro-
matografia descendente, en papel cromatogr&ficc Whatman 3. Se
usaron tiras de papel de 47 X 19 cm y la mezcla de solventes
utilizada fue isopropanol-agua (10:1 v/v). Los cromatogramas
se corrieron en forma unidireccional durante 14 hs (hasta gue
el frente del solvente alcanz6 a recorrer 30 cm a partir del
origen. Se secaron los cromatogramas y se recortaron transver-
salmente en tiras de 3 cm. Cada una de las 10 tiras de parel
se someti6 al bioensayo del frijol mungo, de la misma manera
que se describié en el ensayo de las fracciones de la violeta
africana. Se utilizaron tiras de papel sin muestra para los lo-
tes control. El extracto crudo también fue sometidc al bioen-
sayo del frijol mungo. Los pasos hasta quif seguidos, corres-
ponden al métocdo que utilizaron Fadl y Hartmann, modificado.

(8).
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Resultados

Violeta africana:

Al someter las estacas de frije! mungo a las difergn-
tes fracciones del extracto de hojas de violeta africana (a-
cetato de etils on hexano ' ©, 10, 20, 40 y 100%) se obser-
va (ver figura 5) que la fraccién de acetato de etilc on he-
xano al 5%, de consistencia oleosa y color amarillo claro,
tiene actividad promotora de la formacifn de raices secunda-
rias, siendo la désis 6ptima de 0.3 ml/ml (figura 3). Ta frac
2i6n de acetato de etilo en hexano al 10%, liguido olecsc
de color amarillo intenso, tiene actividad inhibitoria de la
formacién de raices secundarias (ver figura S5), ziendo maxi-
ma a una dosis de 1 pl/ml (figura 4) dentro de las concencri
ciones trabajadas. Las demis fraccicnes no presentan difcren
cias significativas cocr respecto a los lotes contre! (figurn
5). Todos estos resultados a un valor de o mencor de 0.01,
por andlisis de varianza.

Segfin se observa en la figura 1, a medida que aumerta
el tiempo a partir de la obtencién de las fracciones del ox-
tracto, disminuye el nGmero de raices por estaca en el lote
que contiene la fraccidén que estimula el enraizamiento; fe-
némeno gue no ocurre cn la fraccidn inhihitoria (figura 2).

Al comkinar la fraccifn que estimula la formacibn de

raices con soluciones conteniendo 5 mg/l de IAR o IBA (d8sis
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6ptima de auxinas para estacas de frijol mungo (2 )) se obser
va que decae el nfimero de raices formadas por estaca, en com-
paracibn con las estacas tratadas con la fraccibn estimulado-
ra finicamente. Sin embargo, el nfimero de raices por estaca se
incrementa en comparacifén con los lotes tratados finicamente
con IAA o IBA en las mismas dbsis (ver tabla 2).

Al correr la cromatograffa en capa fina se determina-
ron los Rfs del IAA, IBA y componentes de las fracciones al
5, 10, 20, 40 y 100% de acetato de etilo en hexano. Los resul
tados se muestran en la figura 2 y seglin estos, el IAR y el
IBA no aparecen en ninguna de las fracciones del extracto.

Aguacate:

Como se puede apreciar en la tabla 1, el extracto me-
tanblico de las hojas de aguacate, no produjo incremento ni
inhibicibn significativa del enraizamiento (o{menor de 0.01
por an8lisis de varianza).

Las tiras de papel cromatogriafico correspondientes a
los Rfs 0 a 1 no incrementan significativamente el nfmero de
raices formadas con respecto a los lotes control; tampoco es
apreciable ningfn efecto inhibitorio, como puede verse en la
figura 6. En ningGn Rf hay incremento o decremento signifi-

cativo en el nfimero de raices formadas.



Tratar : } wedis del ni- Nimero “ancentra-
mer e de ralces de es- cién usada
estaca. fi 8) tacas

Agu: destilada 28 = 5.8 127 _
Aguacate 2.8 = 2.7 38 wl/ml
IAA 285 9.7 34 5ma/1
+ .
IEA 3ud = 19 34 Smg/1
¢ 5% 21 + 4.4 37 5. 3ml/ml
{ =
- .
& 10% I A | 60 pl/ml
S
~-1
i
13 20% 2.8 = 2.4 50 1l/ml
3 +
'2 40% 2.9 = 2.9 63 al/ml
]
S +
v 1004 3.1 < 3.1 61 1ul/ml
=
-

Takla 1. Efecto de las fracciones del extracto de hcojas
de violeta africana, extracto metanflico de hoijas de aquacate,
¥ auxinas (IAA e TRA) sobre el enraizamiento de estacas de fri

jol mungo.
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Figura 1. Variacifn en el nGmero de rafces formadas en
las estacas de frijol munago tratadas ccon la fraccién de a-
cetate de etil. er hexano al 5% del extracto de vicleta africana

en funcibn del tiempo transcurrido desde la ohtencifn de st
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Figura 2. Cromatograma esquemdtico de las diferentes frac-
ciones del extracto de hojas de violeta africana, IAA e IBA mos
trando la ausencia de auxinas en cualoulera de las fracciones

del extracto. cloroformo-acetato de etilo (9:1 v/v).



N

20 |- /N

/ N

\.
e / N
@l
- p \
4]
5 . \
T
; \
Em
3 N
0 \
2 \
z 5 %
| | | ] | | | | | j
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Concentraci®ftn(ml ml:
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de hojas de violeta africana sobre el enraizamiento de esta-

cas de frijol mungo.
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Tratamiento Promedio del nG- NGmero Concentra-
mero de rafces/ de es- cibn usada
estaca(t s) tacas

IAR 5,03 20 30 5 mo1
IBA 2.9 % 3.0 3n 5 ma/l
IAA+5% 4.8 T 3.2 3n IAA=5ma,/ 1.

5¢=0.3ul/1

IBA+5% 5.9 % 9.5 30 IRA=5mc /1
5¢=0.3p1 /1
& -y 3n n.3u1/1

Tahla 2. Efecto de la fraccifn estimuladora:del extracto
de hojas de violeta africana combinada con auxiras sobre el en-

raizamiento de estacas de frijol mungo.
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Figura 6. Relacibn entre el nfimero de rafces formadas

por las estacas de frijol mungo y las fracciones cromatogré

ficas obtenidas del extracto metanélico de hojas de aguaca-
te.



Material Veae Fraccifn de acetato Revelado Rf
tal utilizado de etilo en hexano con p-ani
donde se recuperan zaldehido
los compuestos ac- ac. sulfg
tivos. rico.
Hiedra ingle
20% colores N.78-n.9
sa juvenil
café, ne-
gro y ne-
gro-moracn
Violeta
5% Mo se ohser|'lc aparecen
africana

van manchas
con estas
caracterfs-

ticas

chas con es

te REf.

Cuadro 1. Cuadro comparativo que muestra las caracterfs-

ticas (dc

la hiedra

inalesa

iuvenil (15)

trahajo de la violeta africana.

105 compuestos aislados por Heuser v Hess a nartir de

v los comruestos aislados en este
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Discusibn v Conclusiones

Los resultados obtenidos en la tabla 1 indican marcadamen
te, al someterlos al andlisis de varianza y cuandoei=0.U1, la e-
xistencia de uno o mas factores que estimulan la formacién de
rafices en estacas de frijol mungo, en la fraccibn de acetato de

etilo en hexano al 5%. Tomando en cuenta que el extracto provie
ne de una especie como la violeta africana v que tiene efecto
sobre una especie tan diferente de ésta, se propone (uc cstos
factores deben ser sintetizados por diferentes especies vegeta

les, tal vez posean estructura quimica semejante y pucdan ser
activos sobre cierto nfimero de plantas, lo que permite la posi
silidad de que , una vez conocida su estructura quimica, scan
sintetizados quimicamente y utilizarlos para propagar vedgctales
cuyas estacas no forman facilmente rafces y gue no responden al
tratemientc con auxinas.

En la figura 1 se pucde observar que mientras mis tiemno
se mantuvo la fraccibén activadora del enraizamiento (5%) en re-
frigeracién, se formaron menos raices por estaca; estc fenbme-
no sugiere que el o los factores aislados son de naturaleza ines
table (caracteristica semejante a la de los compuestos aislados
POr Heuser C.W. y Hess C.E. en 1972 (15)), probablemente sufran
‘oxidacibn afin a temperaturas de 4°C y por este fenfmeno se degra

den, por lo gue seria recomendable mantener los extractos a tem-
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peraturas menores y encontrar agquella temperatura en que la ac-
tividad se mantenga a través del tiempo.

Si se observan los resultados de las cromatograffas rea-
lizadas (figura 2), se puede notar que en ninguna fraccién del
extracto cloroférmico de la violeta africana aparecen &cido in
dol acético o &cido indol butirico, lo que indica que el o los
factores que estimulan el enraizamiento no son, al menos, estas
auxinas. Si se asocia esta observacién con los resultados de la
tabla 1, se puede decir que la fraccibn que promueve la forma-
cién de raices secundarias no lo hace en funcién de que posea
auxinas en niveles 6ptimos, ya que en las estacas de frijol mun
go tratadas con auxinas a concentraciones 6Sptimas( 2) no hay un
aumento significativo en el nfimero de raices formadas con res-
pecto a los lotes control segfin el andlisis de varianza a un ni
vel de significancia de 0.01. Si ademés de lo anterior considera
mos el reporte de Hess C.E., 1961 (12) en donde se afirma que
las auxinas no estimulan significativamente la formacibn de rai-
ces en las estacas de frijol mungo, razbn por la cual estas es-
tacaslpueden utilizarse para investigar la actividad promotora
del enraizamiento de compuestos diferentes a las auxinas, pode-
mos estar seguros que en el extracto de la violeta africana, los
factores responsables del incrementc en el enraizamiento no son

auxinas.
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Los resultados de la figura 3 indican que la fraccién ac-
tiva que promueve la formacifén de raices secundarias (5%) ac-
tia 6ptimamente a una concentracién de 0.3 ml/ml v por arriba
o por abajo de ésta se obtiene un efecto menor, lo que hace a
el o los compuestos activos funcionalmente semejantes a las
auxinas, que también tienen una concentracién Sptima en la que
act@an y aunque el sitio de accién puecda ser diferente entre
las auxinas y estos compuestos, el mecanismo de accién deke ser
similar.

Por otro lado, y a diferencia de la fraccidén estimuladora
de la formacifén de raices secundarias, la fraccidén de acetato
de etilo en hexano al 10% tiene un efecto inhibitorioc sokre la
formacib6n de raices en las estacas de frijol mungo, siendo su
efecto tal, que a mayor concentracién de esta fraccibén se ob-
tiene mayor inhibicién; al menos dentro de los limitecs traba-
jados aqui (concentraciones de 0 a 1 pl/ml).

El efecto obtenido en la fraccién inhibitoria de la for-
macién de raices secundarias indica un mecanismo de accibn di-
ferente al de las auxinas o la fraccién de acetato de etilo en
hexano al 5%, por el hecho de no existir ur nivel &ptimo de ac-
cibn, sino un incremento en &sta al incrementarse los niveles

de la fraccién de acetato de etilo en hexano al 102.



La fraccifn del extracto de violeta africana gue promue-
ve la formacibén de raices secundarias es semejante, en su con-
sistencia oleosa y en su color amarillo,a las fracciones obteni
das a partir de peral Bartlett por Fadl M.S5. y Hartmann H.T. (8 )
y por Hess C.E.(13) y Heuser C.W. y Hess C.E. (15 de hiedra in-
glesa. Sin embargo, la fraccibn de acetato de etilo en hexano
en donde se recupera en este trabajo (5%) es diferente a la en-
contrada por Heuser C.W. y Hess C.E. (20%).

En cuanto a las propiedades cromatogréficas, los compues
tos aislados por estos autores son semejantes, mientras gue el
compuesto o los compuestos presentes en la fraccibn activa del
extracto de violeta africana es diferente de ellos, como se pue
de observar en el cuadro 1; y aunque no se caracterizb el Rf del
compuesto o compuestos activos aislados de la violeta africana,
la evidencia de cue son diferentes estriba en el hecho de que
los compuestos caracterizados por Fadl M.S. y Hartmann H.T., Hess
C.E. y Heuser C.W. y Hess C.E. no aparecen en el cromatograma.

La disminucifn en el nGmero de raices formadas por esta-
ca en los lotes tratados con auxinas (&cido indol acético o a-
cido indol butirico) + la fraccién activa estimuladora del ex-
tracto con respecto a los lotes tratados finicamente con la frac-
cifn estimuladora, sugieren la participacifén de las auxinas co-

mo uno de los reguladores del proceso de formacién de raices sg



cundarias, y tal vez en estos términos pueda explicarse la exis-
tencia de una concentracién 6ptima de auxinas para cada planta.
Tomando en cuenta que el proceso de formacién de raices secunda
rias involucra varias etapas (27, diferentes compuestos pueden
influir sobre el desarrollo de cada etapa, y soleo cuando todas
ellas sean favorecidas, se formarén raices; lo que a su vez de-
pende de la existencia de estos compuestos en proporciones ade-
cuadas. Si consideramos que en las fases de desarrollo de un
primordio de raiz estd& involucrado el fendmeno de diferenciacidn
celular que conduce a la formacifn de loci meristemlticos y me-
ristemoides (primeros estadios en la formacién de primordios de
raiz) (270 v que para éste es fundamental la existencia de auxi-
nas que favorecen el establecimiento de estos dos estadios( 28 ;
parece razonable pensar que al combinar la fraccién activa del
extracto con auxinas como el IAA(&cido indol acético) o el LDBA
(dcido indol butirico), se pudieron alterar las proporcioncs en-
dbgenas auxina:sustancia(s) activa(s) 6ptimas para la formacién
de raices adventicias y asi provocar un efecto semejante al ob-
servado por Smith D.R. y Thorpe T.A. en 197%, enr Pinus radiata
@8 ), donde los meristemoides proliferaron tanto, al ser trata-
dos con auxinas en concentraciones supradSptimas, que se fusiona-
ron, dificultdndose asi la organizacién para formar primordios

de raiz. Por este efecto se concluye que la sustancia o sustan-
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cias activas extrafdas de la violeta africana no se comportan
como los compuestos con nficleo fen6lico gue al combinarse con
los nGcleos ind6élicos de las auxinas, act@an sinérgicamente, co
mo lo plantea Gorter C.J. en 1262(0 ); en este sentido podrfa
establecerse semejanza con los cofactores que plantean Porlin-
gis I.C. y Therios I. en 1976(24) o los compuestos aislados por
Heuser C.W. y Hess C.E. en 1972(315) en donde se reporta la au-
sencia de nficleos fen6licos en las sustancias activadoras del
enraizamiento. Con todo, seria recomendable determinar la presen
cia o ausencia de nficleos fenflicos en el o los compuestos ais-
lados de la violeta africana por espectrofotometria.

En la tabla 1 se puede notar que ademfs de existir sus-
tancias que promueven el enraizamiento en el extracto de la vio
leta africana, existe una fraccibn (acetato de etilo en hexano
al 10%) gque inhibe la formacién de raices en las estacas de fri-
jol mungo. La existencia de esta fraccibn puede obedecer a las
siguientes razones:

La violeta africana es una planta de f@cil enraizamiento
que al parecer posee compuestos no auxinicos gue inducen la for
macibn de raices secundarias. Si no existieran inhibidores en
esta planta, la formacidn de raices secundarias se verificaria
continuamente vy aparecerian éstas sin necesidad de cortar es-

tacas, como ocurre en algunas plantas, como los &lamos(36); pe-
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ro en la violeta africana, este fendmeno no ocurre, tal vez por-
que los inhibidores que posee lo evitan; sin embargo, al cortar
una estaca, al cabo de 4 a 6 semanas, ésta forma raices secunda
rias. Este fenbmeno puede deberse a que, de alguna manera, las
rafces de la planta intacta produzcan algfin compuesto que induz
ca a las hojas a formar este inhibidor. Cuando se corta la esta
ca, al no existir raices, las hojas no producen el inhibidor vy
la estaca puede formar raices secundarias, que dejan de formar-
se cuando el tejido radicular es suficiente como para formar u-
na cantidad tal de compuesto que haga que las hojas sinteticen
inhibidor en cantidades 6ptimas para evitar la formacidn exce-
siva de raices secundarias. Para verificar el planteamientc an-
terior seria necesario comparar los niveles de inhibidor en ex-
tractos realizados a diferentes tiempos después de la obtencién
de la estaca y se esperaria un decremento en estos inhibidores
a medida que transcurriera el tiempo. Aunado a esto se podrian
eliminar raices de la planta y realizar extractos de las hojas
de ésta a diferentes tiempos de la eliminacifén de raices y a di
ferentes cantidades de tejido radicular eliminado, esperindose
el mismo efecto al aumentar la cantidad de tejido radicular e-
liminado o el tiempo de haberlo eliminada.lﬁn funcién del plan-
teamiento anterior, algunos tipos de plantas dificiles de arrai

gar, pueden presentar dicha caracteristica por la existencia de
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niveles elevados de inhibidores semejantes a los aislados en es-
te trabajo, como lo sugieren Fadl M.S. y Hartmann H.T.en 1967( 8),
Meredith y colaboradores en 1970(21), Tognoni F. y Lorenzi P.(35),
Porlingis I.C. y Therios I. en 1976(24) y Spiegel, P. en 1955(30)
La fraccifn de acetato de etilo en hexano al 5% muestra es
timulacién significativa del proceso de formacibfn de raices se-
cundarias; y aungue en el trabajo de Fadl M.S. y Hartmann H.T.
se reportan incrementos del orden de 36 raices por estaca vy en
el de Heuser y Hess de 30 raices por estaca amkbos en estacas de
frijol mungo; y en la fraccibn activa de la violeta africana el
incremento es menor (21.0 raices por estaca); esto puede indicar
que la potencia de la sustancia aislada en este trabajo es menor
a la de dichos autores y/o que las condiciones experimentales en
este trabajo no fueron las 6ptimas y/o que las fracciones acti-
vadora e inhibidora no se separaron completamente, tomando en
cuenta gque su solubilidad es semejante (una es mis soluble en a-
cetato de etilo en hexano al 5%; la otra en esta mezcla al 10%).
En cuanto al extracto metanflico de hojas de aguacate los
resultados indican (tabla 1) la ausencia de sustancias gue pro-
muevan o inhiban el proceso de formacifn de raices secundarias;
ya que no existen diferencias significativas entre los lotes con
trol y los lotes tratados con este extracto a un nivel de signi-

ficancia de 0.01 con el anflisis de varianza. Al fraccionar el



extracto metanblico por cromatografia en papel, las fracciones
siguen careciendo de efectc sokre el enraizamiento de las esta-
cas de frijol mungo. En funcibn de esto se pueden plantear dos
proposiciones: B

a)La dificultad que presentan las estacas de aguacate pa-
ra arraigar puede deberse a la ausencia de uno o mis de los facto
res que activan el proceso de formacién de raices adventicias v
tal vez debido a la carencia de sustancias de esta naturaleza,
esta planta no necesita sintetizar inhibidores de este proceso
o la capacidad para hacerlo depende de los niveles de activadores
en la planta; no existiendo éstos, no existir&n inhibidores. Aun-
que existen trabajos gue reportan la existencia de inhibidores
en plantas que presentan dificultad para arraigar (36 ), puede o-
currir que las plantas de dificil enraizamiento tengan diferentes
mecanismos para regular la formacién de raices; algunas necesi-
taran sintetizar inhibidores, en funcién de que sinteticen con-
tinuamente activadores y evitar su accibn; otras no sintetizarin
activadores y por no haber necesidad de contrarrestar la accidn
de éstos, tampoco formaradn inhibidores. La dificultad para for-
mar raices en las estacas de estas plantas, podria explicarse en-
tonces ya sea por la carencia de activadores o por la presencia
de inhibideres, cuya sintesis no pueda modificarse por las varia

bles que estan implicadas en la obtencién de estacas.
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b)La ausencia de activadores o inhibidores del enraizamien
to en un extracto metanflico no indica la ausencia de estas sus-
tancias en una planta; pudieran existir esos tipos de compuestos
y no ser solubles en metanol; por lo que seria necesario reali-
zar extractos con solventes de diferente polaridad de tal manera
que pueda afirmarse con seguridad la presencia o ausencia de es-
tos compuestos en el aguacate.

Ademds de las posibilidades planteadas en este trabajo,
en cuanto a las leyes que rigen el proceso de formacibén de rai-
ces secundarias, puede ocurrir que las estacas de algunas plan-
tas presenten dificultad para formar raices, debido a la inefec-
tividad de sus tejidos para responder a los factores involucrados
en el fenbmeno, como por ejemplo la sintesis deficiente de pro-
tefinas que puedan funcionar como receptores de los factores que
estimulan el enraizamiento, tal vez éemejantes a los factores
proteicos gue se unen a las auxinas caracterizados por Ryugo K.
y Breen P.J. en 1974(2¢), o tal vez parecidos a los receptores
proteicos encontrados en células animales que retienen las hor-

monas esteroides en los tejidos de los 6rganos blanco..
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