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Introduccidn.

Se dice con frecuencia que la demanda mundial de
productos agricolas se incrementarid en los préximcs a-
fios, tales pronésticos no se alejan de la realidad si
se toma en cuenta que hay un creciente aumento de la po
blacibén y por consecuencia, demanda de productos agricg
las., Esto aunado a las mermas a la agricultura por pla-
gas y enfermedades en paises subdesarrollados como Héxl
co, trae como consecuencia que haya cdesequilibrios en
la economia, tales como: la importacién de alimentos bé
sicos; la pérdida de recursos por parte de los agricul-
tores al ser dafiados los cultivos; la escasez de alimen
tos aque influye en su encarecimiento y en el deterioro
del nivel nutritivo de la poblacién (Ondarza, 1¢81).

La propagacién vegetativa de especies agricolas,
contribuye en gran medida a la domesticacién y mejora-
miento de éstas,ya que:

1. Tiene el potencial para incrementar el rendimientoc
en cualguier generacién.

2. Por medioc de la propagacidn clonal, se puecen multi-
plicar y seleccionar caracteres derivados de los ge-

nes aditivos y no aditivos.
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3. Los clones seleccionados se pueden mantener como ban
cecs de germoplasma.

4, Las interacciones y las covarieﬁtes genéticas y am-
bientales pueden estudiarse eficientemente. De igual
forma, se puece estimar el rango de variabilidad de-
bido al componente ambiental.

5. Los clones seleccionados artificialmente, pueden em-
plearse en nlantaciones comerciales.

6. Los progenizores genéticamente uniformes, se pueden

mulfiplicar a gran escala.

(Villalobos, Thorpe y Yeung; 1983)

<El métodc tracicional de propagacién vegetativa es
el estacado, £=te ha permitido obtener grandes cantida-
des de materizl vegetal y en menor tiempo en compara-

cién con la propagacidén por semilla (Bengochea y Dodds,

La induccilin de raices en explantes de cultivos in

vitrc’es un cunto crucial en cualquier proceso de micro
propagacidn (Cispar, 1981: citado por Mato, et. al.;
1¢28). )

( Lag ilnvestlgaciones acerca de los mecanismos impli



cados en la formacidén de raices adventicias (secunda-
rias) permitirén superar los problemas de este tipo de
propagacidn, aumentando sus rendimientos.

Hay diversos factores que contribuyen a la forma-
cidén de raices adventicias como son: azlcares (llohinder
y Nanda, 1981; Greenwood y Berlyn, 1973), sustancias ni
trogenadas (Iwasaki y Weaver, 1977) y una gran cantidad
de sinergistas auxinicos (Basu,.gz. al., 1973; Haissig,
1974; Mohinder y Nanda, op. cit.). Asi,en explantes de

frijol mungo (Phaseclus aureus Roxb.) el boro vy las vi-

taminas D2 y D3, tuvieron un efecto promotor en la for-
macién de raices y cuando se aplicaron junto con AIA (&
cido indol acético) este efecto fue aln mayor (sinergis
mo) (Middleton, et. al.; 1978; Jarvis, et. al. 1983,
1984; Jarvis y Yasmin, 1985). )

i Las auxinas son reconocidas como un factor muy im-

Faissig,

portante en la formacidén de rafices adventicias {
1¢70). Sin embargo, existen reportes de especies donce
atn cuando la aplicacidn de auxinas sea en désis doti-
mas, las estacas no forman raices o lo hacen muy limita
damente (Bansal y Nenda, 12€1) . Per lo que

se supone gue compuestos diferentes de auxinas son nece



sarios para la formacién de raices adventicias, tales
como: compuestos fendlicos (Pefialosa, 1980).Q

Los fenoles son compuestos que aparecen de forma
natural en las plantas, estén ampliamente distribuicos
en el Reino Vegetal, exhibilendo una gran variedad de es
tructuras: desde compuestos simples de un anillo aroméa-
tico sencillo,hasta complejas sustancias poliméricas
(WOng,.1973}.

Se han probado distintos compuestos aplicados exd-
genamente a varias especles vegetales, mostrando activi
dad de reguladores del crecimiento vegetal (Cemos, ct.
al.;1975).

Algunos compuestos fendlicos actdan de forma simi-
lar a las auxinas en lo que se reflere a enraizanmientc
(James y Thurbon, 1981a).

Se cree que éstos pueden ejercer su accidn resulan
do el nivel endbgeno de auxinas, ya que la aplicaciin
de éstas induce lGnicamente la iniciacidn cde railz en te-
jidos donde las células estan predispuestas a l& 2ifz-
renciacién, pero sin causar la diferenciaciin per se

(Haissig, 1974). Una via por la cual los fenoles pu=cen

ejercer su accidn es por medio de la inhibicién o suzern



to de la oxidacidén de AIA (4cido indol acético) por en-
zimas con actividad de AIA oxidasa, el efecto parece de
pender de la estructura molecular ya que ciertos ortodi
fenoles inhiben la actividad de oxidasa, mientras que
determinados monofenoles la favorecen (Lee, et. al.;
1882). |

Algunos estudios reportan la implicacidén de com-
puestos fenblicos (tales como: floroglucinol, hidroqui-
nona, y florodizina as{ como sus productos de degrada-
cién) en sinergismo con auxinas en la promocién de rai-
ces en estacas de manzana M9 y M26 in vitro (James y
Thurbon, 1979; James, light y Thurbon, 198C; James y -
Thurbon, op. cit.).

La importancia del FG (floroglucinol) ha sido espe
cialmente estudiaca en estacas de manzanc cultivadas in
vitro, observéndose que éste tiene un efecto promotor
en la formacidn de raices (Jones y Hatfield, 1%76; Ja-
mes y Thurbon, 1981b; Zimmerman, 1¢84),

f En explantes de manzano, mas del 905 de tallos en-
raiéaron con una combinacibén de AIB (&4cido indol butiri
co) y floroglucinol (Velander y.Huntrieser, 1981).

En la literatura existen otros estudios que denues
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tran que el efecto promotor del floroglucincl no es es-
pecifico de especies de Malus sp. (manzano). Este efec-
to se ha observado en hibrido de Rubus (James, 1272} v

en el género Prunus (Jones y Hopggod, 1979; HMosells,

|3

al.; 1980, citado por Mato, op. cit.).
Hay evidencilas de que el floroglucinol promueve la
formacidn de ralces adventiclias en segmentos de hipoco-

tilos de frijol mungo (Phaseolus aureus Roxb.) a la con

centracién que lo hace el AIA (&cido indol acético), eg
to durante las primeras fases de diferenciacién {lloreno,
1985). Ademé&s hubo un aumento en la cantidad ce protei-
nas y compuestos fendélicos, en hipocotilcs de Glicine
max y callo de Prunus avium, respectivamente (Feuch v

Schmid, 1880; Zurfluh y Guilfoyle, 1980 y 1982},
Por lo anteriocr el presente estudio rcretende:

-Establecer si el floroglucinol promueve la rizogé-
nesis en cultivo de callo de frijol nunce, {Phazeo

.28 aureus Roxb.) y contrastar la respuesta chten
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da en callo con la que se observa en 1igoccsi

-Determinar si la actividad de oxlidasa del 4cido in

dol acético en extractos de callo correlacicrnia ocn



ia de extractos de hipocotilos.

~Txplorer si el efecto de la aplicacién de floro-

clucinel in vitro a los extractos con actividad
Ge oxidasa del acido indol acético explican los

efzctos sobre la capacidad rizogénica.



Material y métodos.

1. Obtencién y desinfestacidén del material vegetativo

Se utilizaron semillas de frijol mungo (Phaseolus
aureus Roxb.) las cuales se obtuvieron de fuente comer-
cial, éstas se desinfestaron con alcohol al 70% por 20
segundos e hipoclorito de Sodio al 20% por 20 minutos,
se lavaron con agua corriente 24 horas y fueron germina

das a 27 € en la oscuridad.

" 2. Bioensayo

Pasados 7 dias, las pléntulas se lavaron con agua
destilada y se decapitaron asépticamente 1 cm. por deba
jo de los cotiledones y 1 cm. arriba de la primera raiz,
Los hipocotilos (de 7 cm. de longitud) se utilizaron pa
ra los diferentes tratamientcs.

Los tratamientos consistieron en FG {(floroglucinol
1x10-3 y 1%10-51 (en solucidén acuosa) y el control (a-
gua destilada). Los hipocotilos se pusieron en tubos de
vidrio 1X10 cm., 5 hipocotilos por tuboc con 4 ml. ce so
lucidn, cubriendo de 4 a 4.5 cm. de su zona basal.

Se utilizaron 40 hipocotilos por tratamiento; des-
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pués de 24 horas con el tratamiento, los hipocotilos se
lavaron y mantuvieron con agua destilada por 7 dias, pa
sados los cuales se contaron las raices (liodificado de
Hess, 1961).

Posterior al conted de raices, .se procedif a reali
zar el extracto por tratamiento para mecir la actividad

de la oxidasa del AIA (&cido indol acético).
2. Medio de cultivo

Se utilizaron las sales minerales del mecdio iura-
" shige y Skoog (1962) complementado con los componentes
orfdnicos del medio modificado de White (citados por
Boll y Lian, 1970) y diferentes concentraciones de re-
guladores de crecimiento (auxinas, citocininas) en a-
rreglo factorial con el fin de determinar la :ejor com-
binacién para la formacidn de callo.

El medio de cultivo se distribuyé en frascos de vi
drio de 125ml. (Gerber) en cantidades de 20 ml., se ta-
paron perfectamente con papel aluminio y se esterilizé

en autoclave a 1.05 kg./crd de presidn por 2C winutos.

4, Desinfestacidn del material vegetativo

Las piéntulas de 7 c¢ias, se lavaron con zpua desti-

{n]



CUADRO 1

SALES MINERALES DE MURASHIGE Y S
UTILIZADAS EN LA INDUCCION DE CALLO

HIPOCOTILO DE FRIJOL MUNGO
( Phaseolus aureus Roxb)

Na REACTIVOS mg/1 )
I NITRATOS
NH, NO, |, 650
KNOs 1, 900
2 | SULFATOS
MgSO,” T7H,0 370
MnSO,” 3H,0 22.3
ZnS0; " TH; O 8.6
| Cuso,” 6H, 0 0.025 |
3 | HALOGENOS
'- CaCl, © 2H, 0 440
Kl 0.83_ﬁ
CoCl," 6H, 0 0.025
4 | PO, BO; MoO,
KH, PO, 170
H, BO, 6.2
Na, MoO,” 2H,0 0.25
5| Na Fe EDTA
T Feso,  7H, 0 27.8
Na, = EDTA 37.3 |




CUADRO 2

COMPONENTES ORGANICOS DE WHITE,
UTILIZADOS EN LA INDUCCION DE —
CALLO DE HIPOCOTILO DE FRIJOL

MUNGO.

( Phaseolus aureus Roxb.)
Mio inositol — 200 (mg/1)
Glicina 6
Acido L-glutamico 50
Acido L-aspartico 50
Ribof laving —— 0.1
Tamnd Bl |
Acido nico tinico S 0.4
Piridoxal HCI — |

Cloridrato de colina |

Fantotenato de calcio |

Nicotinamida

Glataminy (L) 100
Urea - . R B 50
Asguragina (L) ey B 25
Adeniny S04 - s S 5
VIR B e e e 0.0015
BEIGE LR it |

Agua ue coco —— 150 mi/li

Aguar- aQur —--—— 8,000
Sacarosg 20,000




lada y se decapitaron asépticamente 1 cm. por debajo de
los cotiledones y 1 ¢m. arriba de la primera railz, se
llevarcn al 4rea de flujo laminar para su desinfesta-
cidén. Los ninocotilos se colocaron en una caja de Petri
estéril, la cual contenia una solucidén de hipoclorito
cde Socio al <7 durante 15 minutos; transcurrido ese -
tiempo se enjuagaron con agua destilada estéril para pa
ra cuitar residuos gue pudieran guedar en el tejido; -
posteriormente se colocaron en alcohol etilico al 70%

durante 1 minutc, se hicieron 3 lavados con agua esté-

ril y se escurrieron perfectamente.

5. Corte y siembra cdel material vegetativo

Concluica la cdesinfestacidn se procedid a fragmen-
tar el %ejido en segmentos de 1 cm. aproximadamente pa-
ra ser denositacdos en los frascos con medio de cultivo,
seutraron 2 segmentos por frasco. Postericr al corte
¥ sienbra de cada segmento, las tijeras y pinzas utiliza

Fal

das se aumer: lercn en alcohol y se flamearon. Los fras-

ces se mentuvieron en laboratorio a 26 £ 6 €,a un fecto



6. Tratamiento de los callos

Los tratamlentos consistieron en medio de cultivo
modificado; sustituyendo el agua de coco por 150 ml. de
agua destilada (Dix y Van Staden, 1¢82), complementado
con AIA (Acido indol acétice) v FG (floroglucinel) a -
las siguientes concentraciones:

ATA 1X10-611

5x10~61

=
-5
10 It

FG 1X10~5n
1x10~%:
1X10-31

-~
=

1X107=N
El lote control consistid en calles en medio nutri

tivo sin regulacdores. La unidac experimental consistié
de un callo por frasco, ¥ se tuviercon 1C repeticicnes -

por tratamiento
! 7. Actividad cde la oxidasa del AIA

Extraccién. 20 g. cde callo por tratamiento y 2C g.

de hipocotilos ce frijol mungo (Phaseolus sureus Roxb.},

se homogenizan por separado en un nortero con <€C =1, c=



medic de extraccidn que contenia una concentracién fi-
nal de: manitel ,3l7; cisteina 4mll; PVP insoluble 0.1%;
alblGmina ce suero de bovino 0.9%; EGTA 2mli.

71 homogenizado se filtrd en gasa (8 capas), ajus-
tanco el o1l a 7.4 con trisma base y HCl, se centrifugd
a 147f :s. por 10 minutos, se descartd el precipitado y
el sobrenacdante se centrifugd a 12062 gs. por 10 minu-
tes (Sonner, 1067).

Ze tomd ¢l sobrenadante y se utilizdé el mismo dia

para valorar _a actividad de la oxidasa del AIA en el

extracto.

Ze urepararon 6 tubos por duplicado por extracto
de los aipocotilos tratados (como se indica en el no. 2
- . ” - —rr hd -r —ﬂ'
de “eterizl vy iétodos) con FG 1X10~°M (HD)}, 1X10~°1 -

cestilada (IIE). Adicionalmente,se realizd

un exirrcto Jde tallo y otro de hipocotiles obtenidos de

un cerminade .= 7 éias (HA).

12



Ho. FG Mn012 Extracto AIA DCr* Buffer

fosfato

Tubo 10mM .0O5mM Img/ml .O05mil  50mM pH 5.7
1. 0.01(mD0.05(ml) 0.2 (ml) -—- -— 0.74

2 0.01 0,05 c.2 0.2 - 0:5

2 0.01 0.05 Qpohe 0.2 - 0,54

4 - 0.05 0.2 - - 0. 75

g - 0.05 0,2 0.2 - 055

6 - 0.05 02%% O - Q.85

7 -— 0.05 042 0.2 0.05 0.5C

g 0.01 0.05 0.2 c.2 0.05 0.4

*2,4diclorofenol
#* inactivados (se agregan 2ml, de reactivo de Salkows-

ki,antes de incubar)

Los tubos se incubaron por 20 minutcs & 20 ¥ con
agitacidn, transcurrido este tiempo se agregercn 2 ml.
de reactivo de Salkowskl por tubo. Después de 15 minu-
tosse micdid la absorbancia de las muestras en espectro-
fotometro TP 8-100 Pye unicam a 53C nm. .

Compnosicidn del reactivo de Salkowski:

iml. FeCly 8% P/V se llevé'a 5Cml. con HClg al 259,

(Talwar, et. 21.; 1285)



Resultados.

El medio de cultivo que contiene las proporciones
adecuadas de auxina/citocinina parz inducir la forma-
¢idn de calle es de 0.5mg/l de & furfurilamincpurina y
2 mg/l de Acido 2,4 diclorofenoxiacético (medio de cul-
tivo C2, ver cuadro 3). El callo se identificd como pe
quefios agregados de células no organizacas y se formd
en un lapso de 20 dias.

El tratamiento ce los callos con AIA (&cicdo incol

6 Bis

acético) 1X10™ M, 5X1O_6M, 1X10"°K¥; v FC (florogluci- -

5 -2,

- - -3
nol) 1X1C i, 1X10 4M, 1X10 “H, 1X10 ¥ no permitid la

formacidn de raices en ninglin caso.

.fFor cada 0.2 ml de extracto se observd un incremen
to mayor al doble de la actividad de oxicdasa del AIA en
callo, y maYor a 5 veces por cacda mg de nroteina con -
respecto a los extractos de hipocotilo (ver figuras 1,
2 v B

o se encontrd relacidn entre la actividacd de oxi-
dasa del AIA y la presencia o ausencia de 2CT (2,4 di-
clorofenol) (el cual es un cofactor de la activided <e

la oxicdasa del AIA de la peroxicasa cde rébsno, Lee; -

1677} (ver figura 1).

b
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Mo se encontraron diferencias al medir la activi-
dad de la oxidasa del AIA en presencia &6 ausencia de FG

in vitro (figuras 1 y 2).

La interpretacion de los resultados mencionados -
con respecto a la actividad de la oxidasa cdel ATA se co
rroboro por mecio de un anélisis de varianza trifacto-
riél (Reyes, 1982), encontrédndose gue hubo cdiferenciszs
significativas con una P<L.Cl entre la activicdad de le o-
xicasa del AIA de lcs extractcs de callc e hipocotilo;
los otros dos factores (FG y DCF) asi ccmo las posibles
interacciones resultaron no significativas c¢cn una P>

.C1.

/i ; : 45
Se reprodujo el experimento rezlizacdo por l'oreno -
(on. cit.) y se corrobord que efectivarente el FG 13107
y 1X1C~>! preomueve la formacibn de raices en hipccoti-

los de frijol mungo {Phaseolus aureus Poxb.). Cuande -

os resulta é Gn e rzices formadss nor trata
1 ltados cel nGmerc de rai ) - trat

(o)

e

(¥

miento se sometieron a un anélisis de varianza (Zan ;

1282), con una P£LLC,01, se encontraron diferenciss sicni

ficativas entre el lote coptrol (apua destiladz), TG -

. v =D, s <
1107~ y FG 1X1077i1, Al apnlicar una comparacidn de :e-

b2
%]



dias (DICT de Tukey) (Durén, et. al.; 1S82), se encon-

(6]

tré cue el FG 1X1077M tuvo un mayor efecto cue FG ~

la nromocidn ce raices de hipocotilo y los

fuercn diferentes con respecto al control.)

é

{ﬁ Yo hwube diferencias en la actividad cde lz oxidasa
del ATZ ontre los extractos de nhincectilos tratados con
FE inigTY {nm), 6 1X1 =S (¥C), hipocotiles en agua -
cestileds {(iiE) y el extractc de hipocotilos de cermina-

dos de 7 «iias (HA) (Figura 4},

[
(3]



CUADRO 3

?UXINA o

b 30

H5mg 4y

% MEDIO [E CULTIVO ADECUADO
| PARA INDUCR LA FORMACION DE
CALLO CE HIPOCOTILO DE FRUOL
MUNGO (Phaseolus aureus Roxb. )

Ci = COMBINACION DE ayb.

MEDIO DE CULTIVO COMPLEMENTADO CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE REGULADORES DEL CRECIMIENTO
VEGETAL.
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—=—==SIMBOLOGIA %

FIGURA 4

HA - — Hipocotilos de germinados de 7 dias.

HC —— Hipocatilos con FG {x 10 M
HD — - Hipocotilos con FG 1 x 107° M

=T
T HB Hipocotilos en agua destilada.
Jrmp

Mg. de AlA transformados en 20min. /0.2 ml de extracto
-~ o

L
T
T ) T
i

ACTIVIDAD DE OXIDASA DEL AIA DE EXTRACTOS DE HIPOCOTILO DE FRIJOL
MUNGO ( Phaseolus aureus Roxb. )




Discusién.

{ Los tejidos muestran necesidades especificas en lo
que Ee refiere a reguladores de crecimiento, estas pue-
den variar de especie a especie o inclusc entre varieda
des (Gonzalez, 1986).

Boll (op. cit.) §rob6 diferentes medios de cultivo
paré determinar el més adecuado para induccién de callo

de frijol comin (Phaseolus wvulgaris); él encontré que -

el miximo rendimiento de éste lo obtuveo con lo gue lla-
ma medio M1 el cual contiene las sales minerales de u-
rashige y Skoog, (cuadro 1) y los componentes orgénicos
de White (cuadro 2). Se reprodujo este experimento y -
se observdé la formacién de callo de (P. vulgaris), asi
que este estudio proporciohé las bases para lograr indu
cir la formacién de callo en frijol mungo (Fhaseolus au
reus Roxb) variando Gnicamente las pronorciones auxina/
citocinina, formando lo que se conoce como '‘cuadro cde a
jedrez" (Gonzélez, comunicacién personal).

Hay diversos estudios que reportan al FG (floroglg
cinol) como promotor de la formacién de raifces a concen
traciones de 1X10~3 y 1X10™%M en I"alus sp., en Rubus y
en el género Prunus. (James;yThurbon, op. cit.; Jones y

Hatfield, op. cit.; James, op. cit.; Jones y Hopgood, -
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op. cit.)

v

{ Cruz (1983) utiliza AIB (&cido indol butirico) pa-
ra enraizar brotes de manzano, obteniendo Unicamente -
4C% de enraizamiento y al adicionar FG 1K10'3H observa
un considerable..aumento al enraizar el 80 % de los bro-
tes. ) _

tiorenc (op. cit.) reporta gue el FC actia déptima-
mente a una concentracidn de 1X1G'3H, ella observa que
ciertos compuestos fenblicos tienen un efecto premotor
en el enraizamiento de hipocotilos etlolados de frijol
mungo a la misma concentracién en la cual el AIA lo tie
ne (del orden de 1X107°H).

En el presente estudio, el FG no promovid la forma
cidén ce rafices en callo de hipocotilo de frijol munge
(P. aureus), tampoco lo hizo el AIA y si lo hicileron en
hipocotilos.;Esta cdiferencia en cuanto al efecto ce flo
roglucinol y.de dcido indol acético en callo e hipocoti

lo de frijol mungo (Phaseolus aureus Poxb,) se puede de

ber a las diferencias en la organizacién entre ellos.
Los extractos de callo presentaron una actividad -
de .1a oxidasa del AIA de mAs del doble con respectc a -

la de extractos de hipocotilo. Dado que el callo per s

A ——



tiene una actividad tan alta, pudiera ser que los nive-
les endégenos cde AIA no fueran adecuados para desencade
nar el evento rizogénico al aplicar AIA & FG.}

Kurumurti, et. al. (1974)y Chibbar, et. al. 1S78)
mencionan que los productos de degradacidén del AIA (ta-
les comc el metilenoxindel) son los que promueven la -
formacién de raices.

_-En el presente trabajo se observé que hay més del
doble de 1la actividad de la oxidasa del AIA de los ex-
tractos de callos con respecto a la de extractos de ni-
pocotilos de frijol mungo (P. aureus), esto indicaria
que los niveles enddgenos de metilenoxindol son altos -
en el callo y méds bajos en el hipocotilo.:

Ahora bien, si se aceptan las hipéteéis de los au-
toeres antes mencionados, se hubiera esperado (si los te
jidos estuvieran en la misma capascidad de respcnder) -
gue el callo formara gran cantidad de raices al haber -
suficiente metilenoxindol enddgeno para desencacenar el
evento, Sin embargo en el presente estudio no fue asi,
ya que por el contrario el callo no fue capaz de formar
raices mientras que los hipocotilos si lo hicieron {ain
sin adicionar TG). No obstante, puesto gue la organiza-
cibén del callo difiere de la del hipocotilc, se sugeri-

e



ria aplicar metilenoxindol a hipocotilos para asepurar
gue la hipdtesis refericda, no es aplicable a ésta espe-
cle.

Bansal y lVanda (op. cit.) y llato y Vieitez (1%&&;
establecen que hay relacidn entre la activicdacd de lz o-
xidzsa del AIA vy la formacidn de raices.

Se considera de forma general que los fenoles ac-
tlan por medio de la inhibicidn o aumento de la oxicda-
cidén de AIA por enzimas oxidasas del AIA, este efecto -
parece depencder de la estructura molecular, ya gue cier
tos ortodifenoles inhiben la activicad ce oxidasa del

AIA,mientras que determinados monofenoles la feavorecen

)
—
5

(Lee, et. al., op. cit.; Grambow y Langenbeck, 1¢8

compuestos como el Acicdo clorogénico incrementan la oro

duccibn de AIA a partir ce triptdéfano (Corter, 1SGS3.
Falasimha v Subramonian {12832) aplicen &cicdo paras

y orto hidroxibenzoico junto con AIE, a explantes cde -

Thecgbroma cacao y observan un aumentc consicerable cde

enraizemiento de éstos. Observan tamhién ura disminu- -
cibn de la activicad de peroxidasa,cuanco la rsiz esté
completamente formada, Y consicderan cue este colipuesto

fenbdlico protere la destruccién de la auxina; y decds es
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ta relacidén es de esperarse que los niveles endbgenos
de AIA se correlacionen positivamente con la rizogéne-
sis.

Lee (1980) estudia la influencia de ciertos feno-
les en el metabolismo de AIA en tallos de Zea mays in
vivo, él1 observa que el 4cido para coumérico y metil -
umbeliferona actian como cofactores, y el &cido ferGli
co y &4cido cafefco como inhibidores de la oxidasa del
ATA. Ellos concluyen que la influencia de estos fenoles
es la misma in vivo que in vitro.

En el presente trabajo la actividad de la oxidasa
del AIA no se correlaciond con la formacidén de raices
en hipocotilos, ya gue no hubo diferencias entre la ac-
tividad de extractos de hipocotilos tratados con FG -
1X10~3M y 1X10-5M que tuvieron un incremento en el nime
ro de raices del00% con respecto a los hipocotilos que
no se trataron previamente.

Ademés el FG in vitro no modificé la actividacd de
extractos de callo, ni la de extractos de hipocotilo, =

asi que en esta especie Phaseolus aureus Roxb., el FG

parece ejercer su accién par medio de otra via gue no -

es la activacidén o inhibicién de la oxidasa del AIA. )



Una auxina muy importante en la formacidn de rai-
ces adventicias es el AIB (&cido incol butirico) v se -
ha reportado un efecto promotor por esta auxina en la

rizogénesis de frijol mungo (Phaseolus aureus) (Jarvis

y Booth, 1981) y manzano (lalus sp.) (Lane, 1982; Jares
1983).

Welander y Snygg (1987), estudian la influencia de
AIBIen la formacidn de raices en estacas de 2 varieda-

des de manzano (ifalus silvestris L., 1i11l1l.) Ap vy (i‘alus

nlunila) M26. Ademés valoran las concentraciones de AIA

enddeceno. Una de las variecacdes (A2), la gque conteriz -
los niveles enddgenos de AIA més bajos, formd gran can-
ticdad ce raices, aln sin la aplicacién exégena de A
por lc gue se interpreta que la alta capacicad rizczéni
ca no correlaciona con los niveles endépenocs de A

James y Thurbon (op. cit.) mencionan nue el TC esg
un compuesto necesario para la formacidn de raices en -
manzano.

Asi gue,Alvarez et. al (1289) de acuerdo con estos
resultados utiliza FG 1X10-3' como constante para el re
cdio de enrzizamiento en manzanc.

De conformidad con lo anterior, en el presente tra



bajo, se afiadid FG no sélo con la idea de que fuese nece
sario para inducir la formacién de raices en callo de -
frijol mungo (P. aureus) sino para evaluar si correla-
cionaba la respuesta rizogénica y la actividad de oxida
sa del AIA en presencia de este compuesto. No se encon-
tré correlacibén y se interpreta que el FC, que estimula
rizogénesis en hipocotilos, no lo hace en callc debido
a las diferentes organizaciones de ambos, ya aue mien-
tras el hipocotilo posee estructuras perfectamente orga
nizadas, White (1967) (citado por Afichison, et. al., -
1977) menciona acerca del callo, que éste, al tener una
ridpida proliferacidn celular, pierde toda organizacién vy
estructura. Y ya que los mecanismos primarios de morfo-
génesis y crecimiento estan asociados a polarizacién,
al naber una alteracidn de ésta, el callo no es capaz -
de responder de la misma forma que el tejiido de donde -
provino (Komizerko, et. al., 1982). \

IMiller y Gow (198%a, 19839b) mencionan cue los sra-
dientes eléctricos estén asociados a la activicad de di
ferenciacidén en los tejidos.

fJPor otra parte, Hasenstein, et. al. (1987) (cita-

dos por Hasenstein y Evans, 1888) mencionan que los in-



hibidores de transporte de auxinas blofquean =1 movinien
to de_galqio hacia las zonas de crecimiento de raiz, y
De Guzmén y De la Fuente (1884), reportan que es el -
transpoorte de auxina y no soloc su presencia la cue su-
menta el eflujo de calcio en girasol.

Hay evidencia de gue el calcio puecde estar involu-
cracto en el transporte polar de auxinas; va cue se ces-
cubrid que el EDTA inhibid el transporte en seccicnes -
de hipocotilo de Helianthus en un 50% y esta inhibicién
pudo ser superada por el lavado del tejido en C3012 (De
la Fuente y Leopold, 1973).

Quintanar, et. al. (1289) cemuestran cue el 7C 1XIT

1x10~31 rompe el control respiratorio de mitocondrias -

de hipocotilo de frijol mungo (Phaseolus szureus Roxb.),

a la vez gue se asocia calcio inespecificamente a 1z -

membrana mitocondrial (VAzquez, et. al.; 1S8¢), inter-

e
ot
-
0
O
0

pretindose que puecden bdajar los niveles citoplasmé
de calecio. Ellos mencionan que este efectec zinulas el e-
fecto de auxinas; el cual reporta Hubouicz {107

In hase a lo anterior, narece probable que =1 FC -~
(floroglucinol} pudiese actuar modificzndo la distri

cidén de iones en los compartimentos intra y extracelu-

ny
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lar. En especial el calcio tiene un papel importante, -
ya que las concentraciones de éste a nivel intra y ex-

tracelular lo sitdan como un elemento de control iddéneo
puesto que pequefios cambilos en la permeabilidad a éste,
desencadenan cambios importantes en la concentracién -
intracelular. ;

Adicionalmente, Jarvis y Yasmin (op. cit.) repor-
tan un efecto positivo sobre rizogénesis al aplicar cal
cio exdgenamente.

En el presente trabajo,también se valord el efecto
de 2,4 diclorofenol, el cual es usado como cofactor de
la oxidacién de AIA in vitro , en un estudio realizado
por Lee, et. al.(op. cit.) que intenta establecer la re
lacidn entre la estructura de fenocles y su efecto sobre
la actividad de la oxidasa del AIA (usado peroxidasa de
rédbano tipo VI). Ellos mencionan que el porcentaje de -
activacién o inhibicidén dependid de la presencia o au-
sencia de éste compuesto.

En este trabajo no se encontrd relacién entre la -
actividad de oxidasa del AIA y la presencia de 2,4 di-
clorofenol in vitro. La actividad mostrada en extractos

de callos fue alta con respecto a la de hipocotilos, in
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dependientemente de la presencia o ausencia de éste com
puesto; probablemente porque no se trata de la peroxida
sa de rébano y por lo tanto no requiere tal cofactor,o

quizg alguna otra sustancia presente en el extrzscto ac-

tud como cofactor.

El presente estudio pretende ser una contribucién
para incrementar el rendimiento en la extraccidn de la
oxidasa del AIA, ya que en este trabajo ademés de haber
se implementado la metodologia para obtener callo de hi

pocotilo de frijol mungo (Phaseolus aureus Roxb.), se -

valord que en él,la actividad es de mé&s del cdoble que
la de hipocotilos. Se tendrfa una fuente alternativa pa
ra extracciédn y purificacidn de enzimas con actividad
de oxidasa del AIA del callo.

Ya que hasta ahora sclo se ha purificado peroxida-
sa de rébano, la cual tiene también activicad de la oxi

dasa del AIA (Lee y Chapman, 1277).



Conclusiones,

- Los callos se formaron en un lapso de 20 dias en un
medio de cultivo con 0.% mg/l de 6 furfurilaminopuri-

na y 2 mg/l de &cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D).

- Posterior al tratamiento con FG (floroglucinol) y AIA

(Acicdo indol acético) los callos no formaron raices.

- Los extractos de callo tlenen una actividad ce la oxi
dasa del AIA mayor (5 veces por mg, ce proteins v més
del doble por ml. de extracto) con respecto a la de -

extractos de hipocotilo.

- F1 2,4 diclorofenol in vitro no modificd la actividad
de.la oxidasa del AIA de los extractos (callc e hipo-

cotilo).

- Hay evicencias de que el FG (floroglucinol) no ejerce
su efecto por via aumento o inhibicidn de la activi-

dac de la oxidasa del AIA.



‘Recomendaciones.
Para esclarecer las dudas que surgieron en este -

trabajo se recomienda:

- Valorar la captaciébn de calcio en protoplastos de hi-
pocotilos previamente tratados con auxinas (AIB,AIA)

y: FC.

- Observar probable modificaciones en la respiracién y
actividad cde ATPasa mitocondrial por efecto de auxi-

nas.

- Valorar el =fecto de inhibidores de respiracidén sobre

rizogénesis en esta especie.

- Purificar la oxidasa del AIA para evaluar si el 2,4 -
diclorofenol es un cofactor necesarioc para esta enzi-

ma.

- !ledir en el callo e hipocotilos los potenciales eléec-

tricos con v sin la aplicacién de FG.

- Medir leos niveles endbgenos de AIA y metilenoxindol =

en nipocctilous y callo.
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