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RESUMEN

LOTES DE EETACAS bE . FRIJOL MUNJO FUERON TRATADAS COoON ACIDO
INDOLE-3-ACKTICO (ATAY, ACIDO INDOLE-8-BUTIRICO (AIR), FLOROOQLUCINOL
Fa, ALA+Fa Y AIR+FO A UNA mﬂm"‘é‘oﬂ DE IO‘ M ki BE VALORO KL
EFECTCO DE ESTOE TRATAMIENTOS A LOE 4 Y @ DIAR N LA FORMACION DE RAICKS
ADVENTICIAR, LOS PATRONES IROENZIMATICOS DX AIA-OMNIDARA (ATA-Cx) ¥ LA
ACTIVIDAD DE AlIA-ox EN SOLUCION PFPARA KL CONEUMO DE AIA h 4 LA FORMACION DE
OXINDOLEE. TAMBIEN 5K EETUDIO EL EFECTO DE AIA, AIR . FoO h 4 PEROXIDO
DK HIDROGENO KN LA ACTIVIDAD DE ALA-OX DE PFEROXIDASA PURIFICADA DE
RABANO TIFO II.

LOE RESULTADOS INDICAN LA MAYOR PROMOCION RIZOOGENICA 47. 58 RAICKES POR
ESTACA' EN EL LOTE CON AIB+FO A LOS -] DIAS DE TRATAMIENTO, MIENTRAS QUE
EL CONTROL FORMO 13. 75, LOS PATRONES ISOENZIMATICOS DE AIA-OX MUESTRAN
DIFERENCIAS EN EL TALLO ¥ LA RAIZ, AL MIEMO TIEMPO QUK N AMBOSE CASOS SE
NOTA UNA BANDA CATIONICA CON Rf DE O. Se2. LOS FATRONKES DK ALA-Ox DE LOS
EXTRACTOS qt LOSE TRATAMIENTOS MUESTRAN UNA MEZCLA DE FATRONES DE RAIZ
Y TALLO Y LAS ISOENZIMAS CORRESFPONDIENTES A LA RAXIE CON mis DE 0. 085
Y O.J14FUERON MAS INTENSAE MIENTRAX LA CANTIDAD DE RAICES ERA MAYOR. FOR
EU PARTE LA ACTIVIDAD DE AlA-ox EE CORRELACIOMNO CON LA CANTIDAD DE RAICES
A LOE 4 DIAS EN FORMA PROPORCIONAL, EL LOTE TRATADO COM AIR MOSTRO
189. 25 Y EL CONTROL 80. d2, MIENTRAE QUE A LOS ] DIAS LOE LOTES MOETRARON
VALORKS SEMEJANTES DE ACTIVIDAD INDEFENDIENTEMENTE DE DE LA CANTIDAD
DE RAICES; COM 422 OB, 488. 42 Y 434. 07 PARA c. ALA Y AIP RESPECTIVAMENTE
. PARA LOS CASOS DONDI HABIA PRESENCIA DE Fa DONDE LA ACTIVIDAD FUKE

MENOR; CON 204 . 27, 284. 73 Y 242, 20 PARA Fa, ALA+FQ Y AIR+FO
RESPECTIVAMENTE. DE LOS EEPECTROXE ORTENIDOSE CON PEROXIDAEA PURIFICADA
DE RASBANO SE ORSERVO QUE LA PRESENCIA DE Fa CONDUCIA A LA FORMACION
DE DERIVADOE INDOLICOS EN LA OXIDACION DE AIA CON MAXIMOS DE
ABSORBANCIA EN 278 Y 284 nm, MIENTRAS QUE EN |0 AUSENCIA Y PREEENCIA DE
PEROXIDO DE HIDROAGENO EX PRODUCIAN DERIVADOS OXINDOLICOS CON PICcO=

MAXIMOS ENTRE 250 Y ZOO nm. .

SX DISCUTE QUE LA RELACION DE LA RIZOOENEEIS Y LA ACTIVIDAD DE AlA-ox
SE DA EN LOS PRIMEROS DIAE DESEPURS DEL TRATAMIENTO Y QUE KL ra ACTUA
COMO ANTIOXIDANTE POR EU INTERACCION CON KL PEROXIDO DE HIDROGENG.



2~ INTRODUCCION

La produccidn de alimentos es wna de las tareas con mas alta
prioridad en la sociedad, por lo que se jJjustifica cualguier esfuerzo

destinado a aumentar la productividad del campo.

En México la produccidn de alimentos agricolas mantiene wun déficit
de granos que no cubre la demanda interna, por lo cual se depende de la
importacién de cerca del 40% del consumo nacional como, lo describe
Mata,E. (1987). La situacién critica de dependencia de alimentos de
economias extranjeras, impone ia impostergable necesidad de analizar
altermativas que ofrezcan pautas para el desarrollo de estrategias que

aumenten la productividad del campo mexicano.

De las practicas que prometen incidir en forma directa sobre el
aumento & la productividad del campo estan: el mejoramiento genético
de las variedades de especies de interés alimenticio para dar mejores
rendimientoz en cuanto a la produccién de biomasa; la resistencia a
rlagas o la adaptacidn a situaciones de stress medicambiental como la
sequia o salinidad. Por otra parte, a pesar del gran potencial que
ofrece la utilizacidn de reguladores del desarrollo en vegetales en la
optimizacidn de practicas agricolas, es alternativa con poco arraigo en
la aran mavoria de lps productores del campo. En México, como lo
describs Larke, A. v Reyes,R (1988) ,en primer lugar, la oferta de
hormonaz vegetales en el mercado mexicano no satisface las demandas
de estos estimulantes, ademis de que las practicas empiricas impiden
una incidencia i1mportante de estas alternativas: en cambio tecnologlas
de vanguardia como el cultivo de tejidos, son importante destino de

estos productos.

Los reguladores de desarrollo como las auxinas han sido estudiadas
ampliamente.Este tipo de hormonas tiene en comin el estimulo para el
alargamiento celular como lo describen Rojas.M.y Ramirez,H. (1987).
Su efecto caracteristico a nivel de organizacidn de tejidos v
desarrollo anatdmico resulta en el control sobre procesos importantes

del desarrollo de la planta como:la elongacién del tallo. la regulaciédn



del proceso de floracién, la maduracion de los frutos, la tendencia
hacia la dominancia apical y{}n formacién de raices laterales Evans,M
(189B4). Este dltimo proceso reviste importancia en funcién de que en la
medida que la formacién de raices adventicias sea un proceso que se
manipule a conveniencia, se puede lograr el enraizamiento de
especies de dificil o pnulo enraizamiento y por tanto se puede
optimizar 1la propagacién asexual de variedades con caracteres
favorables, mediante el enraizamiento de estacas como, lo describen
Rojas,M.y Ramirez,H.(1987). Esta opcién presenta la wventaja de que
los caracteres favorables no son segregados sexualmente como, seria el

caso de la propagacidn por semillas.

El Acide indol-3-acetico (AIA), es la auxina mas ampliamente
estudiada en relacién con la promocién de enraizamiento. Thimann,L.
(1974) hace una resefia histérica de las inuestigaciones sobre el AIA;
y sefiala 1la existencia de wuna gran cantidad de compuestos con
propiedsdes auxinicas, unos de origen natural y otros sintetizados
artificialmente, como el Acido Indol-3-butirico (AIB), el cual
estimula la formacion de ralces de manara importante. Mas
recientemente el AIB fue aislado como un producto
natural de plantulas de Chicharo, como lo reporta Schneider,E.et
al (1985) .

S5e ha reconocido <que en la regulacién del metabolismo del AIA
intervienen sustancias fendlicas que iphiben enzimas gque oxidan al
AIA. Al mismo tiempo, se sabe que los fenoles son reguladores del
crecimiento en las plantas como lo analizan Wain,R.y Taylor,H.
{1965) .Uno de estos fenoles reconaocidos por intervenir en este proceso

auxinico es el Floroglocinol (FG) como lo indica Jones =t <l (1976).

Los mecanismos de los gue se siruve el AIA para efectuar estimulos
sobre la elongaci®¢n, los precesos para regular este estimulo y los
elementos que se involucran en el fendmeno han sido materia de intensas
investigaciones. En el presente trabajo se describen 1los resultados
del efecto in vivo del AIA,AIB,FG y sus combinaciones, sobre la formacion
de raices laterales en estacas de frijol mungo (Fhaseclus mungo). Por

otra parte, se registra el efecto de estos tratamientos sobre el



polimorfismo enzimatico de la AIA-Oxidasa (AIA-ox) y su actividad
total; tambien se estudia el efecto in vitro del FG y AIB en la
oxidacion del AIA por Peroxidasa Purificada de Rabano Tipo II y se
discute la relacién de dichas variables con 1los mecanismos de
regeneracion del sistema radicular. El1 estudio tiene como modelo
experimental al Frijol mungo (Phaseclus mungo sinonimia Vigna

radiata) .



3~ ANTECEDENTES.

El metabolismo del AIA se ha tomado como un mecanismo regulador de
los efectos de la hormona e€n la planta. En principio se ha reconocidao,
como lo describe Kefeli,V. (1978), que el precursor inicial de la ruta
biosintética del AIA es el Acido Shikimico y como precursor intermediario
el Triptsfanmo. Sembdner,G. et al(1980) describe gue el triptéfano
puede seguir dos vias alternativas hacia la formacion de AIA ,la wvia
de 1la Triptamida v 1la del Acido Indol Piruvica, las cuales
convergen en el Indol Acetaldehido, que es el precursor inmediato del
AIA. Por otra parte, se ha observado que el principal sitio de sintesis
del AIA estia en las partes apicales de la planta, y gue #4¢ste se trasporta
basip&#talamente, como lo indican Wareing,P y Phillips,I.(1978).

Se ha detallado el metabolismo del AIA y se propone que la
actividad de AIA-ox requla las niveles internos de la hormona. De los
productos finales de la oxidaci<n del AIA se bha reconocido gque el
J-Metilen Oxindol es el pr inc i pal, (Hinman y Lang 1965) .
Posteriormente se sugiere que la via degradativa del AIA es
ramificada y gue de acuerdo a las condiciones de reacci®n se pueden
seguir dos v.as alternativas. Grambow y Langenbeck (1983) estudian
estas dos vias y concluyen que:en ausencia de fenoles la oxidacidn del
AIA tiende principalmente bacia la formacién de 3-Metilen Oxindol (via
oxind®lica). En este caso el Perdxido de hidrégeno formado durante la
oxidacidn-descarboxilacion del AIA se fija en un paso intermediario
para la formacidn del Hidroximetil Oxindol que es el precursor
inmmediato del 3-Metilen Oxindol. Por otra parte, en presencia de
Fenoles e]1 Peraxido de Hidrégeno formado es captado por éstos y el
proceso se desvia hacia la formaciin de derivados indélicos, en la
cual el Indol Metanol se condensa para formar Bis-Indolyl Metano o
simplemente se deshidrata para originar Indol Aldehida (via indolica).

La via descrita antes se puede observar en el esguema 1.

Se han aislado alternativamente otros productos finales en funcion de
la especie y de las condiciones de la reaccisn. Reinecke,D. vy

Bandurski,R.(188B), reportan que en Zea mays en condiciones
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aerobias, el producto final del metabol ismo del AIA es el
Oxindol-3-acético. Pluss,R y colaboradores (1883) registraron 1la
formacién de un nuevo producto :el Acido 2-indolana-3-acetilaspartico
en Fopulus tremula, que representa un conjugado entre un aminocacido y
un derivado del AIA, estos conjugados con aminoacidos se forman
caracteri sticamente de las aplicaciones exdgenas de AIA, Mollan, R. et
al (18972).

Otro caso bien documentado del estudio de las auxinas es el del AIB,
el cual es reconocido por sus efectos importantes en la formaci®n de
ralces laterales. Al AIB se le ha atribuido su intensa estimulacidn
por ser una hormona sintetizada artificialmente suponiéndose que no
existe la maguinaria metabdlica necesaria para su degradacidén, sin
embargo, los estudios de Riov,J.y Epstein,E (1988) en Phaseolus mungo
demostraron que la velocidad de degradacién del AIB y del AIA son
senejantes, auiique los productos formados son diferentes. Ademis, un
estudic de identificacisn de auxinas enddgenas extraidas de chicharo
reveld la presencia del AIB sin una previa adicién exsgena de esta

hormona como lo publicaron Schneider,E. et =21(1985).

Se ha encontrado que los productos finales de la oxidacisn del AIA
identificados tienen propiedades auxinicas, ¥y qQue en algunos casos
superan el estimuln que el AIA produce por si mismo. Basu,P.y Tuli,V.
(1972) reportan gue ei Metilen oxindol resulta mas efectivo en el
estimulo para el crecimiento de Triticwn vulgare; por 1lo contrario,
los productos finales aislados por Pluss,R.=t al(1988) no revelaron

tener ningtun estimulo para la formacién de raices aduenticias en

Popul us tremula.

Se han estudiado con detalle las enzimas relacionadas con la
oxidacién del AIA. En primer lugar hay que mencionar que se reconoce
que las Peroxidasas (Pxs) muestran actividad de AIA-ox en la mayoria de
los ensayes, sin embarga, existen casos excepcionales, 1lops cuales
presentan acividad AIA-ox sin actividad Pxs .Talwar,G. et a2l (1885)
reportan haber aislado de Vigna radiata AIA-ox sin actividad de Pxs y
otras isoenzimas gue si mostraban ambas actividades. Estas diferian,

en sus migraciones electroforéticas, en sus parimetros cinsticos y en



sus pHs ¢ptimos de actividad. La oxidacidn del AIA 1n vitro, por parte
de peroxidasas, es un fendmeno frecuente, sin embargo, como lo discute
Huystec,R.(18987), puede ser resultado de condiciones artificialmente
creadas al momento de la extraccién de la enzima o al momentc de su
cuantificacisn. En este mismo sentide Sondheimer,E y Griffin,D (1960)
habian discutido inicialmente gque 1la oxidacidn que se observa del
AIA carece de sentido fisiolégico en la planta y que de la misma
manera es resultado de condiciones artificiales. Pressey (189390)
argumenta gue el gran numero de cofactores gue estimulan la oxidacién
del AIA por Peroxidasas es una razén importante para pensar que este
fendmeno no se da en forma natural. A pesar de esto, los
reportes acerca de la polifuncionalidad de las Pxs son abundantes,
como lo describe Talwar,G. =t 2! (1985) . Asi mismo Grison,R. vy
Pilet,P.(1985)reconocen este fenumeno y en su reporte enlistan una amplia
gama de sustratos susceptibles de oxidarse por Pxs. Las evidencias
hasta ahora indican la correlacién estrecha de la actividad de AIA-ox

¥y Pxs con los niveles de la hormona y la formacién de raices; las
especulaciones acerca de la legitimidad fisioldgica del fendmeno

requieren investigaciones en ese sentido.

Se ha estudiado la localizacién de la actividad de AIA-ox y en
términos generales se ha reconocido que existe una wvariacion de
actividad en Ffuncidan de la madurez de los tejidos y de la localizacidn
anatomica de éstps. Goldberg,R. et al (1986) reportan que en
tejidus de Frijol Mungo, la mayor parte de la actividad se da en tejidos
Jovenes y disminuye gradualmente en los tejidos mas maduros. Resultados
similares fueron publicados por Valpuesta,V vy Bukovac,M. (1983),
reportando que en Frunus cerasus la actividad de AlIA-ox desciende en
funcion del desarrollo de la planta. En cuanto a 1la localizacisn
anatomica de la oxidacion del AIA Sergeeva,L .et al (1985) ,
registraron una disminucidn de actividad AIA-ox en un gradiente
basipetialico en plantas de Nic o tina tabacum. El mismo gradiente de
actividad fue repartado por Goldberg,R =t al (1986) en hipocotilos de
frijol mungo

En su conjunto los estudios de la variaci®n de actividad de

AIA-ox en funcién de la madurez de los tejidos y a lo largo de los



hipocotf los han dado lugar a el planteamiento de la Hipdétesis de una
alta actividad de AIA-ox necesaria para el inicio de la formacién de
ralces, como la plantearan originalmente Chibbar,R. et al (19793)
tomando como modelo experimental al FPhaseoclus mungc. Este planteamiento
conserva congruencia con la idea de que los productos de 1la oxidacicn
de AIA son los necesarios para la estimulacién rizogenetica, como lo
seifalan Basu,P.y Tuli,V. (1972), proponiendo que el producto activo es
el Metilen-Oxindol. Para este mismo producto Demorest,D y Stahamann,M.
{1972) investigaron el efecto que tenia a nivel genético, concluyendo
que se da un tipo de regulacién para 1la expresidén de genes
determinados por la unién del Metilen-Oxindol a histonas en lugares
especi ficos con restos de arginmina. Una feuisién amplia de esta teoria
de regulacion fue compilada por Theologist, A. (1986) guien concluye
que el fenomeno de diferenciacidn es un proceso en el cual se suceden
una rapida acumulacidén de RNAm, una acidificacidn del medic exterior
de la c¢lula y la posterior elongacién de la cé¢lula. Estos eventos son
desencadenados por el AIA. La Teoria aAcida descrita es un modelo para

la explicacién del proceso de elongaci®n gque promueven las auxinas.

Bansal,m y Nanda,K (1981), en una interpretacién integrativa de la
hipétesis de trabajo de "La enzima activa", presentan los siguentes
postulados, en un intento de relacionar los niveles de actividad de

AIA-ox con el proceso de formacidén de raices adventicias:

1.-5i la actividad de AIA-ox esta inhibida, los niveles de AIA llegan a
una concentracién supra-dptima, la cual se wvuelve téoxica para la
planta, mientras gue si los niveles se mantienen infra-¢ptimos 1la

estimulacisn para la elongacidn es un proceso factible.

2.-Al oxidar al AIA la enzima genera productos oxidados que tienen mas

actividad fisiologica de estimulo que el mismo AIA.
3.-La AIA-ox puede actuar en forma coordinada junto con otras enzimas,
como la Fenolasa para formar conjugados AIA-fendlicos, que promueven

el estimulo.

La localizacion de la enzima a nivel celular es un criterio



importante para definir los detalles de 1la teoria de regulacion
propuesta. Galdberg,R. et al (1986) analiz® a nivel subcelular
la localizacién de la actividad Pxs encontrando que la mayor cantidad
de actividad estaba limitada a la pared célular y la parte saoluble del
citoplasma, aunque también habia registros minimos de actividad en
membranas. En el caso de Pxs a nivel de la emuvoltura celular se ha
encontrado gque existen dos tipos de Pxs; unas unidas id¢nicamente y otras
en forma covalente, como lo publics Demorest,D.y Stahamann,Mm (1972). Por
otra parte el AIA demostrd estar acumulado en la pared celular, en el
nicleo ¥y en la vacuola, segun estudios de Driss,D. y Perbal,G.(1987) en

Licoperstcon esculentun,

Ern particular la AlA-ox se ha reportado como wuna glucoprotelina
cuyos constituyentes carbohidratos contribuyen a la conformacidn
tridimensional, como lo discuten Chibbar,R <t al. (1972) al trabajar con
extractos de Fhas=olus mungo. Por otra parte, se ha reconocido que el
sitio activo de la enzima es wun grupo Ferroporfirinico como 1lo
mencionan Lee,T. et al (1982); este ultimo reporte sostiene que la
oxidacin del AIA se inhibe en forma competitiva por Orquinol vy
compuestos Fenantrénicos relacionados. Goldberg,R.et al (1986) indican
la utilizaci®sn de otros inhibidores especificos de la AIA-ox como el
Ciarmuro de Potasio y el Dietiltiocarbamato, encontrando que se
presenta tambi#n un tipo de inhibici4n competitiva. En cuanto a 1a
cin=tica tipica de las isoenzimas con esta actividad existe variacién;
Valpuesta, V y Bukovac,M.(1983) reportan la existencia de dos
isoenzimas de AlIA-ox en extractos de Prurus cerasus y encuentran gue
tienen cinéticas diferentes; wuna isoenzima 11 trazé wuna cinética
tipica hiperbélica, mientras que la isoenzima I2 mostrd cinética
sigmoidal. La regulacién alostérica del AIA hacia la AIA-ox ha sido
discutida previamente por Chibbar,R. =t ai (1972).

La regulacién de la actividad de la AIA-ox se ha estudiado con
esmero. La participacién de fenoles en la acitividad de la enzima
esta bien documentada en la publicacidn de Lee,T. =t al (1978); en ella
concluyen despues de anallzar una larga lista de fenoles probados en

la degradaci®én de AIA por Peroxidasa purificada de Rabano; gue:

10



1.-Los monofenoles producen activacién cuando ningun otro cofactor esta
presente; los fenoles g-sustituidos son’ mias activos gue los o- o
m-sustituidos. En presencia de Diclorofenol (DCP), se observa desde una

ligera activacién hasta una fuerte inhibicidn.

2.-Los m-difenoles tambien producen activaci®én en ausencia de otros
cofactores, mientras que los o- y p-difenoles con excepcién de 1la
3,4-dihidroxiacetofenona vy 3,4-dihidroxipropiofenona, producen una
fuerte inhibicidn en presencia de DCP. Los o-difenoles son degradados
en el medio de reaccién de la enzima y por tanto estos producen sdlo

una inhibicién temporal.

3.-Los m-difenoles y la 3,4-dihidroxiacetofenona producen una inhibicidén
permanente en presencia de DCP.

fi.-La sustituciédn en la posicion 2 altera significativamente la

actividad de los m-difenoles.

5.-La --metilacisn altera la actividad de los o-difenoles.

La intervencisn de los fenoles en la oxidacién del AIA se plantea en
dos posibles formas: la primera, como lo discute Lee,T.et alC1978) a
travéeés del sitio. activo de la enzima por competencia de las
grupos hidroxi de los fenoles; y la segunda, por la reaccisn de estos
mismos fernoles con intermediarios de la degradacién del AIA como lo
discute Grambow,H. y Schwich,L.(71983). En forma general, se reconoce la
estimulacisn del efecto auxinico por parte de los fenoles; Fadl, M.y
Hartmann,H. (1966), reconocieron en principio este fendmenoc y 1lo

definieron como sinergismo fendlico.

En la lista de Lee,T.et ol (197B) no se reconoce una importante
funcién de Trifenoles en la funcién de la AIA-ox, sin embargo, el wuso
de trifencles como el FG ha mostrado wna importante promoci®on de
la formacién de ralces laterales, principalmente en manzano. Jones,O.
=t al €1876), estudiaron este efecto en tallos de manzano. La
particularidad del FG es gue muestra wuna =imetria radial de los

sustituyentes hidroxilos alrededor del anillo bencenico en posici:n
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1,3,5.

Ademis del efecto observado por parte de los fenoles sobre la
actividad de AlA-ox, se sabe que cofactores como el manganeso son
necesarios para la actividad; como lo determinaron Basu,P. y Tuli,V.
(1972) .

Estudios de Pressey,R.(1980) con Pxs purificada de Licopersicon
escuientun, demostraron gue ciertos aniones activan significativamente
la oxidacién del AIA. Los aniones derivados de Fosfatos demostraron
uno de los mayores efectos en la estimulacidn de la actividad; el caso
del Nitrilotriacetato fue de los aniones valorados, el gue estimuls
en forma mis intensa. Otra modulacién gque se ha revisado en la
oxidacisn del AIA es por parte de acidos dicarboxilicos; Milrad,S.y
Tiger,H. (1883) dan cuenta de la activaciéon que se da in vitro de la
pxidaci®n del AIA por parte de wvarios 4Acidos dicarboxilicos en
extractos de Glycine max. La presencia del Acido Oxalico fue la gue

estimulo mayormente la actividad de la enzima.

La amplia gama de moduladores que se han observado para la actividad
de AIA-ox, reguiere de wna interpretaciin integral que no puede
resultar en relaciones rectas ni sencillas para la funcidn fisiolégica
del sistema oxidante del AIA y su regqulacidn. Ciertamente, deben existir
mecanismos integrados en muchas direcciones para que las
concentraciones de la hormona sean la circunstancia que en primer
termino determine el disparo del fendmeno. Los derivados del
catabolismo o de fotosintatos, 1los estadios del dJdesarrollo de la
wlanta, la wbicaci®tn anatdmica de los tejidos y en general las
caracteristicas especificas de la especie estin relacionados en una
intrincada regulacidn retroalimentada que mantiene las concentraciones
necesarias de la hormona y en altimo término regula la accian efectora

de la misma.

En consideraci<n de todo lo mencionado anteriormente. 'n el
presente estudio se valoraron aspectos particulares de la actividad de
AJA-ox de frijol mungo. Por una parte se valore el efecto ir viwve del
AIA v del AIB en la formaci®n de raices adventicias, ademas de

12



observar &l posible efecto que tenia el FG en combinacion con el AIA

y el AIB. Por otra parte se determind el efecto de los tratamientos

con AIA, AIB, FG y sus combinaciones en 1la actividad de AIA-ox en

y en sus patrones isoenzimaticos, y finalmente se estudis el cambio

del espectro de Absorcién en el rango de ultravioleta antes y despues
de la oxidacivn del AIA por Peroxidasa purificada de Ribano en
presencia de Perdxido de Hidré¢geno, FG y AIB.
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4 - MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

4.1, -OBTENCION DE PLANTULAS

La seleccidn de Fhaseclus mungso como modelo experimental se
nizo considerando las recomendaciones de Hess,Ch.(1961); 1indica que
2sta especie ofrece las wventajas de una rapida germinacidén y
desarrollo de la planta; ademis, por su pequefio tamafio se puede obtener
una poblaci¢n abundante en una area reducida, aunado a que responde

al estimulo para el enraizamiento con otras sustancias ademis del AIA.

Se lavaron 25 g de semillas de Fhaseolus mungo de origen comercial
con agua corriente. Posteriormente se sumergieron en Hipoclorito de Sodio
comercial al 4% durante 25 minutos; se lavaron nuevamente con agua
destilada hasta eliminar todos los residuos del desinfectante
utilizado. Durante las 48 horas siguientes se mantuvieron sumergidas en
agua y en condiciones de obscuridad con cambios peridédicos de agua. Una
vez hidratadas las semillas, se trasladaron a un recipiente de 30x30x10
cm que contenia agrolita hasta un 50% de su capacidad; la agrolita se
mantuvo a su maxima hidratacion utilizando exclusivamente agua
destilada. Los recipientes permanecieron durante 4 dias en una camara de
germinacién con obscuridad permanente, con una temperatura de 28°c y can
una humedad relativa de 40%. Al término de estos dias se obtuvieron
plintulas de B cm de longitud en promed io, del brote de 1la raiz

principal al apice.

4.2. - CORTE Y TRATAMIENTOS.

Las plantulas obtenidas se cortaron en la parte del hipocotilo a
una distancia de 7 cm del nodo cotiledonar wutilizando tijeras para
evitar estrangulamiento en el lugar del corte; estos segmentos
mantenian las hojas .Se formaron cinco grupos experimentales y un
testigo con 50 plantulas cada uno, a los que se sometio a los

siguientes tratamientos:
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GRUPD TRATAMIENTO

1.-CONTROL Agua destilada

2.-AIA Acido Indol-3-Acetico 100 .M

3.-AIB Acido Indol-3-Butirico 100 .M

4.-FG Floroglucinal 100 puMm

5.-AIA+FG Floroglucinol 100 «M,Acido Indol-3-Acético 100 M
6. -AIB+FG Floroglucinol 100 uM,Acidn Indol-3-Butirico 100 uM

Las soluciones para los tratamientos se preparaban en Stocks 10X%.
Para los casos de AIA y AIB se utilizaban gotas de KOH 1 N para
disolverlas en agua destilaca.

Los tratamientos descritos arriba se aplicaron a las plantulas
sumergié¢ndolas hasta una profundidad de 4 cm del corte realizado vy
permaneciendo asi durante un espacio de 26 horas; posteriormente se
trasladoron a agua destilada y asi se mantuvieron durante B8 dias en
obscuridad permanente, humedad relativa de 40% y temperatura de 28°C.
Los procedimientos y tiempos se definieron siguiendo las indicaciones
de Hess.Ch. {1961).

En observaciones preliminares se establecid¢ gue la emergencia de
las ralces se iniciaba a partir del cuarto dia y eran suficientemente
conspicuas a los B dias. El1 efecto promotor de 1leos tratamientos
descritos sc valor® a lns intervalos de 4 y B dias. Se cansiderd

el numero de railces formadas por cada plantula.

4. 3. - OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO

De las plantulas se hicieron extracciones ,a los 4 y B dias, de
la siguiente forma:5 g9 de hipocotilos se lavaron con agua destilada vy
se homogenizaron en 7 ml de buffer Tris-HCL 5 mM pH 7.6. El
homogenizado se Ffiltréd en 8 capas de gasma con poro Jde 2 mm y

ponsteriormente se centrifugsd a 10,000xs; el sobrenadante se recuper-
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y fue considerado extracto crudo. Todas las operaciones se llevaron a
cabo a AQE.La proteina del extracto crudo se determiné de acuerdo a la
técnica descrita por Bradford,M (197B).

4. 4. -=SEPARACION ELECTROFORETICA

La separaci®n electroforética se llevo a caboc en gel de poli-
acrilamida, en sistema discontinuo con una concentracion final de 7.5%
de Acrijlamida, siguiendo el procedimiento descrito por
Davies,B. (1964). La corrida se realizé en sistema de buffer no
disociante de Tris-Glicina 0.1 M pH B.3. Se prepararon los geles en un
tubo de cristal de 5 mm de diametro interior y de 10 cm de
largo. El extracto crudo se deposité en la parte superior del tubo
ajustando la prote.na a 100 upg por tubo. Se aplice una
corriente de 2 mA por tubo durante la primera hora y aumentando a 4
mA por gel durante las siguientes 1.5 horas o© hasta que el
colorante de indicador de corrida estaba a punto de salir del gel.

" . =]
Tadas las operaciones de separacién se llevaron a cabo a 4°C.

4.5. - REVELADO DE LA AlA-ox

Para revelar el patron isoenzimatico de la AlIR-ox se sumergieron
los geles en un medio de revelado que describe Talwar,G.et «l(7985),
el cu.l conten.a 1 parte de 1la solucion A (4 mg de Azul Rapido
BB base,/m! de Etanol),2 partes de la solucien B (16.4mg de Acido
p-cumarico+17.6mg de AIA disueltos en Etanol y aforados a un volumen
de 50 ml +2.4ml de Percxido de Hidrégeno al 0.1%) y 1 parte de la
soluciin C (buffer de Acetato de Sodic 0.2M pH 4.2).Los geles se
mantuvierun en esa solucicn a temperatura ambiente vy ©¢n obscuridad

hasta gquoe las bandas cafes eran evidentes.
4.6. - ACTIVIDAD TOTAL DE ALA-ux

Se utilizo el extracto crudo obtenido de la forma antes descrita.
La actividad de oxidaci'n de AIA se valor* polarograficamente
siguiendo la disminuci n de oxigeno en la celda fde reacci.n como lc
describen Kokkinakis y Brooks (1979)..



Se adicionaron 150 upg de proteina cruda a un medioc de reaccién que
contenia:Citrato de Sodio 3.5 mM, DCP 100 M, FlnCl2 40 ™M y AIA 200 M
ajustando con HCl a pH 4.2. La adicidén de Perdxido de Hidrégeno a  una
concentracicn final de 6 uM iniciaba la reaccidén. Las condiciones del

ensayo fueron de agitacién constante y a temperatura de 28°Cc.

Se verificed repetidamente que la reaccion fuera especifica para la
oxidacién de AIA mediante la titulacisn del AIA residual al final de
la reaccién por el reactivo de Salkowskl,técnica que describen Hinman y
Lang (1977) y también se calcule 1la relacicen estequiom=trica del
oxigeno consumido y el AIA degradado, encontrando que con ligeras

desviaciones se corresponden en forma equimolar.

4.7.~ FORMACION DE OXINDOLES.

De acuerdo a la técnica descrita por Pressey (1930), se wvalor: la
formacidn de Oxindoles por el aumento de absorbancia a 247 nm. 250 ug
de proteina cruda se agregaban a un medio de reacci<n que contenia en
concentraciones finales: 3.5 mM de Citrato de Sodio, DCP 100 oM, I'I'lnL‘.l2
40 oM y AIA 200 pM;con pH 4.2. La reaccidn se iniciaba pur la adicitin
de Perdxido de Hidrégeno a wuna concentracion fimal de 6B M. La
reacci®n se monitoreaba durante dos minutos midiendoc el aumento de

absorbancia a 247 nm.

4.8. - EFECTO in v:iroc SOBRE PEROXIDASA PURIFICADA DE RABANO.

2 ug de Peroxidasa Purificada de Rabano Tipo II se agregaban a un
volumen final de medio de reaccién gque contenia en concentraciones
finales:1 mM de Citrato de Sodio, DCP 200 .M, HnCl2 80 (M y AIA 200 M
a pH 4.2. A los 0 y B minutos se realizaba un espectro de
absorcién de 220 a 300 nm. Segan el caso, se agregé® a concentracisn
final: B #M de Perdxido de Hidregeno, 150 oM de FG y 150 uM de AIB.
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5.- RESULTADOS.

Los datos obtenidos son resultado de al menos 2 repeticiones
del método descrito. Ninguna diferencia de importancia significativa
se observé en las repeticiones, 1lo que indica la confiable
reproducibilidad del fendmeno.

5.1. - PROMOCION RIZOGENICA.

La formaci®n de ra:ces adventicias en las condiciones descritas
reveld que la aplicacidn de AIB+FG tenia el mayor efecto rizog#nico,
con 201.59 % de formacion de ralices laterales adicionales respecto al
testigo con agua destilada. Los parametros valorados se pueden
observar en la cuadro 1 gue representan la formacién de raices a los &4
y 8 dias de tratamiento,respectivamente. Es interesante la d¢hbil
respuesta que tiene la especie a la aplicacion de AIA, sobre todo
en el primer intervalo de cuantificaci¢n. El caso del FG muestra una
estimulacién del 22.99 % adicional al control, aunque es prudente
mencionar que se comporta como wun tratamiento inconsistente en su
estimulo como lo denotan las desviaciones estandar de sus parametros.
Por su parte, el tratamiento con RIB a los 4 y 8 dias maostrd ser el
mas efectivo en promover por s. mismo la formacién de raices

adventicias con el 96.43 % y 176.01 % respectivamente.

En cuanto a la velocidad de enraizamiento 1la tendencia vwvario
ligeramente en el caso del lote tratado con AIA qQue, a los 4 dias
mostraba menos estimulaci®*n que el lote tratado con FG y a los B
dias este ultimo tratamiento era superado sensiblemente. Por otra
parte, el caso Que s! se invirtio draisticamente fue el tratamiento de
AIA+FG, que de 1.24% a los 4 dias aumento a 61% de promocisn
rizogenica, mucho mayor al tratamiento con FG Yy con AIA

aplicados independientemente.
Por su parte, las combinaciones de los tratamientos AIA+FG y AIB+FG

mostraron un interesante comportamiento; mientras que el AIA+FG

inducla la formaci®n de raices en magnitudes cercanas a las que
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CUADRU MNo. 1 PROMOCION RIZOGENICA DE LOS TRATAMIENTU: APLICADOS A LOS

4 Y 8 DIAS
IRATAMIENTOS 4 DIAS 8 DIAS
_ e
No DE RAICES %X PROMOCION No DE RAICES | X PROMOCION
| il

CONTROL MED 5.61 ! 15.76 !
DS 3.74 6. 45 |

FG MED 6.0Q0 22.99 20.16 ‘t‘ 27.J1
DS 4.92 8. 60 l.

AL A MED 6.50 17.64 i 23.57 | 49,55
DS 3.89 ' 6.50 Ii

AIB MED 11.02 g6. 43 43.50 176. 01
Ds 6. 65 10. 32

AL A+FG MED S.68 1.24 'l 25. 41 Al. 1
DS 3.39 [ 12. 13

AIB+FG MED 11.82 110. 649 47.53 201 .53
DS 6.79 13.83 .

L st Pl s il e e
Control=s segmentos iratades cor. agua dezti'ads; FasFloragluiinot
100 e 5 ALA= Acuvde Indal Acalice 100 A AlB= Acrvds Il Bouritic

(ALAFO= Acido Indel

= Acidc Indol

Butiurico 100 uM

*

A _wlico LO0O0 uM + Floroglucinai

100 uM; AIB+FQ

Florcglucwnol 100 uM.
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promueven el AIA por si solo, el tratamiento con AIB+FG parece ser
sumatorio de la promocién dada por el FG y la inducida por AIB.

En particular, las caracteristicas de las raices formadas variaban
de acuerdo al tratamiento empleado: el control formaba pocas raices de
apariencia vigorosa;s; el tratamiento con FG formaba mas raices que el
control, de longitud mas pronunciada y principalmente en la base de la
estaca. Para el caso del AIA las raices se caracterizaron por
largas y vigorosas, mientras que los casos tratados con AIB formaban
abundantes raices y primordios de raiz de tamafio pequefio y diametro
reducido a lo largo de todo el tallo de la estaca.

5.2.~ PATRONES ISOENZIMATICOS DE AIA-OXI.

El polimorfismo enzimidtico de la AlA-ox encontrado durante el
presenta trabajo indica una relacidn estrecha entre los fendmenos de

formaciédn de raices y el patrdn iscenzimatico presente.

En primer lugar, se observan diferencias entre los geles de los
extractos de ralz y tallo: mientras que en la raiz se distinguen dos
bandas con Rfs de 0.085 (A) y 0.514 (D), en el tallo se revelan dos
iscenzimas con Rfs de 0.142 (B) y 0.328 (C). En ambos casos se aprecia
la existencia de una banda catidnica con Rf de 0.642 (E), como se nota

en la figura 1.

Los patrones iscenzimaticos revelados Para los lotes
con 4 dias de tratamiento se pueden observar en la figura 2, en donde
se nota que en los casos de tratamientos con AIA,AIB y AIB+FG existen
wn mayor numero de bandas y Que precisamenta corresponden a las bandas
A v D encontradas en los extractos de raiz. En el extracto obtenido del
tratamiento con AIA+FG la presencia de las dos bandas adicionales
menclionadas se revela muy ternuemente. Los patrones i1soenzimaticos
revelados para los lotes con 8 dias de tratamiento pueden observarse en
la figura 3. En estos esquemas se puede ver que el patron es muy
similar entre los tratamientos, con la presencia de las bandas A,
B, C, D, v E en los extractos de los lotes con AIlA, AIB, AIA+FG v

AIB+FG: los casos de C y FG muestran solamente las bandas B, C, y D.
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FIGURA No.1 PATRONES ISOENZIMATICOS8 DE AlA-ox DE EXTRACTOS
OBTENIDOS DE RAIZ Y TALLO DE FRIJOL MUNGO
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FIGURA No.2 PATRONES IBOENZIMATICOS DE AlA-ox DE EXTRACTOS
OBTENIDOS DE LO8 TRATAMIENTOS A LOS 4 DIAB
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FIGURA No0.3 PATRONES ISOENZIMATICOS DE AlA-ox DE EXTRACTOS
OBTENIDOS DE LO8S TRATAMIENTOS A LOB 8 DIAS

— (+)

FG

>

FT—————— A
T B ——
C
D
E
AlA AlB

AlA+FG

(+)

AIB+FG

>



5. 3. - ACTIVIDAD DE AI A-OXIDASA

5.3.1. = CONSUMO DE OXIGENO.

El consumo de oxigeno como criterio de actividad total de AIA .-ox
se observa en la cuadro 2 para el tiempo de 4 dlas; como se aprecia,
la actividad maxima ocurre en el caso del tratamiento con AIB+FG,
mientras que el testigo muestra la menor actividad. Los tratamientos
con AIB y AIA+FG tienen pricticamente la misma actividad total de
AIA-ox.

Para los 8 dias de tratamiento los valores de actividad se  pueden
observar en el cuadro 3. En general la actividad aumenta en relacidén a
la registrada a los 4 dias, aungue el comportamiento respecto a los
tratamientos difiere marcadamente. Es interesante que en este momento
el extracto obtenido del tratamiento con AIB+FG es el que muestra la
actividad mas baja de AIA-aox, mientras gue el tratamiento con AIB
tiene la actividad mis alta del grupao; hay que mencionar gue para este
momento los tres tratamientos que content an FG evidenciaron
actividades bajas de AlA-ox.
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CUADRO 2 ACTIVIDAD DE AlA-ox MEDIDA FOR CONSUMO DE OXIGENO DE LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS DE LOS TRATAMIENTOS A LOS 4 DIAS

TRATAMI ENTOS ACTIVIDAD DE AIA-OX
nanomoles de C-'z/m.g de protetnw minuto

C Rf.S52 +,- 6.44
FG 102.81 +,- 11.29
ALA 137.20 +, - 3.80

AIB 144.78 +,- 17,94
ALA+FG 144.87 +.- 15.13
AIB+FG 189.25 +,- 13.09

CUADRO 3 ACTIVIDAD DE AlA-ox MEDIDA POR CONSUMO DE OXIGENO DE LO=
EXTRACTOS OBTENIDOS DE LOS TRATAMIENTOS A LOS & DIAS

TRATAMIENTOS ACTIVIDAD DE ATA-OX
nanomoles o< O .'mg de proteina minu’:

ot 422.08 +, - 29.20
FG 264.27 +, - 17.14
Al A 4. 42 +, - 27.43
AIB 464.07 +, - 11.25
AL A+FG 284.75 +, - uy.01

AIB+4FG 262.29 +, - 15.47




5.3.2. - FORMACION DE OXINDOLES.

De acuerdo con Basu (1972), el coeficiente de extincicon del Metilen
oxindol se encuentra alrededor de 248 nm y por lo gque el incremento de
absorbancia en ese rango se interpretc como actividad de formaciin de
oxindoles. El cuadro 4 contiene los resultados de formacion de oxindoles
para todos los tratamientos, a los 4 y 8 dias. En el primer intervalo de
medicion el tratamiento con AIB+FG tiene mis wunidades de actividad,
mientras que el testigo es el mas bajo. A los B dias. el testigo
presents la mayor actividad de formacién de oxindoles, mientras gue el
caso del AIA+FG el menor, respecto a los otros dos lotes tratados con
FG. Hay gue notar gue al igual que el consumo de oux.geno, la actividad
de formacién de oxindoles en general aumenta a los 8 dias en todos los
tratamientos, excepto el lote de AIA+FG.

CUADRO 4 ACTIVIDAD DE FORMACION DE OXINDOLES DE LOS ESTRACTOXE
OBTENIDOS DE LOS TRATAMIENTOS A LOUS 4 Y B DILAS

TRATAMIENTOS FORMACIUON DE OXKINDOLES
UNIDAD=aumerto de i uridad de absorbincia a €48 nm

minvicsy mg Jde proveswa crouds

4 DIAS 8 DIAS
c 5.26 +,- 0.75 13.04 +,- £.83
FG 4.95 +, - 0.64 11.40 +, - 2.50
ALA 7.25 +,- 1.08 .64 +, - 1.54
ALB 9.13 +,- 1.47 11.71 +,- 2.09
AL A+FG 10.11 +, - 2.03 8.30 +,- 1.71
ALB+FG 11.21 +,- 1.56 12.87 +, - 3.15




5.3.3. - EFECTO in vitro SOBRE PEROXIDASA DE RABANO.

Los amnalisis espectrofotométricos de 1la actividad de AlA-ox de

Peroxidasa purificada de RaAbano tipo II realizados para observar la

desaparicién de los sustratos v la arparicidn de productos

proporcionaron informacidn acerca del efecto de las sustancias
probadas.
ARAFICA 1 OXIDACION DEL AIA POR PEROXIDAEA DE RABANGO TIPO IX

A=ESPECTRO AL TIEMPO O; B=ESPECTRO AL TIEMPO o MINUTOS

1 1 1 1 1 A 1 1

220 230 240 250 260 270 280 200 300
LONJITUD DE ONDA

En la grafica 1 se observa la oxidacién del AIA a traves de la
disminuci4n en los picos de 278 y 284, caracteristicos del grupo indol
y el aumento de absorbancia en el rango de 230-260 nm, donde el grupo

oxindol tiene su mayor absorbancia.
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ORAFICA I OXIDACION DEL AIA FPOR PEROXIDAEA DE RABANO TIPO II
EN PRESENCIA DE ¢ uM DE PEROXIDO DE HIDROJENO

AZESPECTRO AL TIEMFO O; EsEEPECTRO AL TIEMPO S MINUTOS

L 1 A 1 1 A | |

220 230 240 250 260 270 280 290 300
LONGITUD DE ONDA

En la graifica 2,la oxidacidn de AIA revela,en presencia de perdxi-
do de hidrégeno un aumento muy importante en la formacidn de oxindoles
y una disminucidn apreciable en los picos caracteristicos del grupo
indol.
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ORAFICA 3 OXIDACION DEL AIA POR PEROXIDASA DE RABANO TIFO II
EN PRESENCIA DE 100 uM DE Fa

A=EEPECTRO AL TIEMPFO O; B=ESFECTRO AL TIEMFO & MINUTOS

1 1 1 1 1 1 1 L

220 230 240 250 260 270 280 200 300
LONOITUD DE ONDA

La presencia del FG evidentemente retrasa la formacidn de
oxindcles, ya que la absorbancia a 278 y 284 no disminuye mucho
y sobre todo a pesar de que s{ se apraecia un aumento da absorbancia en
el rango de 250-260 nm no se forma un pico como si sucede en ausencia
de FG, esto se puede notar en la grafica 3
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GRAFICA 4 OXIDACION DEL AIA POR PEROXIDAEA DE RABANO TIPO 1I
EN PRESENCIA DE 100 uM DE AIR

AZEEPECTRO AL TIEMPFO O B=EEPECTRO AL TIEMFO & MINUTOS

1 | L | 1 1 'l i

220 230 240 250 260 270 280 2080 300
LONGITUD DE ONDA

El AIB tiene un efecto interesante en la reaccidn de oxidacidn del
AlA; la absorbancia en el rango de los oxindoles aumenta sin
formar pico vy en 278 y 284 rmm la absorbancia desciende marcadamente como

se ve en la grafica 4.
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6.- DISCUSION.

Los efectos, tn vive B tn vilro, de los tratamientos aplicados a las
estacas de Phaseolus mungo permiten una objetiva discusién acerca de
la dinamica que sigue la actividad de AIA-ox durante la formacion de

raices laterales.

El comportamiento observado en la promocidn de raices laterales
merece menciones particulares; en primer lugar la débil repuesta que
el AIA provoca en la rizogéenesis es un aspecto gque previamente ya ha
sido discutido por Hess, Ch.(1961); sin tener argumentos para probarlo
esta respuesta podria atribuirse a la obscuridad permanente durante
el ensayo . Existen referencias que indican los efectos estimulantes
de la luz en la formacié¢n de raices, efecto mediado por 1la posible
sintesis de fotosintatos, Jarvis y Ali (1990), que para el caso de

Phaseolus mungoe seria un aspecto interesante para estudiar.

Probablemente el tratamiento exdgeno con AIA no permite el acceso
de esta auxina a los sistemas de traslocacién especificos de estas
hormonas, de tal marera que interactuén con las células blanco. Jarvis
y Shaheed (19B6) encontro que la aplicacidn exdgena basal de AIB es mas
efectiva para promover la traslocacién basipétala del AIA gue se
aplica en hojas, probablemente este movimiento ocurre en un sistema

que permite libre acceso al tejido blanco.

En general, se observa que al intervalo de 4 dias, la actividad de
AlA-ox es mayor en los tratamientos donde 1la promoci¢n rizogénica
también es mayor. Como se puede observar en la grafica 5, para el
tratamiento AIB+FG gque promueve mas rizogéenesis que los demas
tratamientos carresponde también la actividad AIA-ox mas alta del
grupa, la excepcidn de esta tendencia es el tratamiento AIA+FG el cual
con una promocién semejante al control, muestra wuna actividad de
AlA-ox mayor. En la misma grifica 5 se puede observar que al
intervalo de los B dias en general la rizogénesis y la actividad de
AIA-ox aumentan, sin embargo a diferencia de los 4 dias al parecer los

tratamientos C,AIA,AIB presentan magnitudes semejantes mientras gue en
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GRAFICA No.5 RELACION DE LA RIZOGENESIS
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los tres casos de presencia de FG la actividad es baja, sin observarse
un patrén gque relacione numeroc de railces con actividad de AIA-ox. De
este esguema se puede Iinterpretar gue no presentan un nivel de
actividad maximo limite aungue la presencia de FG en los tratamientos
representa un factor que interfiere para que se alcance el valor
limite maximo de actividad.

El aumento absoluto de la actividad de 4 a los B dias se podria
entender en funcién de que existe mayor tejido radicular en el segunda
intervalo de medicién, si bien la actividad esta reportada Bn
magnitudes especificas, la presencia de ispenzimas con mayor
actividad de AIA-ox presentes en la ralz son la explicacion a este
resultado. Como se observa en la figura 1, en la raiz se encuentra
un patrén diferente al del tallo. El1 polimorfismo enzimatico es un
fentmeno frecuente y ha sido documentado ampliamente incluyendo a las
Pxs, Scandalios(1974). Los patrones isoenzimaticos a los 4 dias indican
que en los tratamientos con mayor cantidad de raices, se nataba la
presencia de isoenzimas gue estaban en el tallo y en la raiz es decir,
los cambios en los patrones se deben a la presencia de mayor cantidad
de tejido radicular que determina esas bandas adicionales. En este
punto se debe mencionar que en resultados que no se uuesfrnn se
hicieron extractos de railz y tallo por separado encontrandose gque la
actividad de AJA-ox en la raiz es mayor que la wvalorada para el
extracto del tallo, lo cual contrasta con el reporte de Goldberg,R. et
«i (1986), donde se encuentra una reduccién en la actividad de AIA-ox
en direcci¢n basipetalica. Los resultados de actividad de AIA-ox para
ralz y tallo que se valoraron para la misma especie en este trabajo,

indican una variacion en la actividad en sentido inverso.

Las diferencias de isoAlA-ox presentes en la raiz y tallo, se
pueden entender como expresiones génicas especificas del lugar
anatomico que ocupan estas enzimas. Como se comenta al principio, se
sabe que casi todas las AlIA-ox son peroxidasas y las bandas
diferentes pueden estar relacionadas con otros procesos que tambien
son propios de las Pxs como la lignificacién (Huystec, 1987) y la
produccion de etileno, que tambien es un compuesto |ntimamente

relacionado con la formacién de raices (Feldaman ,L. 1984).
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De los registros espectrofotométritos obtenidos, y suponiendo
una relacién proporcional de la absorbancia a 248 nm a la presencia de
oxindoles, se presume como se mencione al primcipio, de las dos vias
alternativas para la oxidacién del AIA (Grambow y Schwich, 1983), los
tratamientos cauzan operacién de una ruta metabdlica, como se observa
en el cuadro 4, las mayores actividades de formaci4n de oxindoles
corresponden a las promociones rizogénicas mas altas, sin embargo no
se reproduce lo mismo en el caso de los B dias, donde el testigo tiene
la actividad mas alta, Como lo discuten Grambow y Schwich (1983). En
la vla de oxidacidn del AIA, la presencia de Peréxido de hidrdgeno
favorece que se produzcan deriuados oxind4licos, mientras que su
ausencia orienta hacia la formacién de productos oxidados no
oxind4licos; por su parte, los fenoles compiten con 1los derivados
intermediarios del AIA por el peréxido de hidrégeno formado durante su
oxidaci®n-descarboxilacién, por tanto, la presencia de fenoles,
disminuir{a la actividad de formaci¢n de oxindoles, ocurriendo como
resultado una dismimucion de la relacién de mas ralces-mas actividad
enzimitica, relaci®on gue si ocurre en la cuantificaci4én al intervalo
de los 4 dias ,este efecto se hace mas evidente si se observa el cuadro
4 donde se ve gue en los casos de presencia de FG se observan las
actividades totales mas bajas de AIA-ox.

Una explicaci®n razonable de la disminucid¢n de la abscrbancia en la
regi>n entre los 250 y 260 mm en los ensayos realizados en presencia
de FG con Peoxidasa de Riabano es la desviacidén de 1la wvia metabolica
del AIA hacia la formaci®n de Indol Aldehido o Indol Metanol provocada
por la presencia de un fenol como el FG como reportan Grambow vy
Shwich (1983). En la grafica 1 se nota que aun en ausencia de perdxido
de hidrégeno la reaccion conduce a la formaci®n de oxindoles, dado el
incremento en la absorbancia entre los 250 y 260 nm. Debe suponerse
que la reaccion podria generar percxido de hidrigeno mientras el AIA
se oxida, con la consecuente formacién de oxindoles, si bien el nivel
de este tipo de producto es inferior al obtenido cuando se adiciona
per¢xido. Este mismo proceso se identifica en la grafica 2 aunque muy
pronunciado por la presencia de trazas de perdxido desde el principio

de la reaccién; en tanto gque en presencia de FG como lo indica la
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grafica 3, la aparicisn del pico caracteristico de oxindoles no se
produce, aunque si hay un leve aumento de absorbancia en el rango de
250 a 260 rm. Evidentemente, en este caso, la oxidacién estia desviada

hacia la via inddlica, con una aparente disminuci4n en la velocidad.

En cuanto a la interesante disminucién de los picos del indol en la
mezcia de AIA+AIB como se nota en la grafica 4, sin la formacion de un
pico de uxindoles, se podria discutir gque existe una metabolismo
paralelo del AIA y el AIB. Praobablemente el AIB compite por el
perdxido formado por la oxidacién del AIA y por eso los oxindoles no
se forman, o bien, el mismo AIA sirve como catalizador de la oxidacion
del AIB al mismo tiempo que los productos derivados del AIB no son
oxindoles. Este aspecto del metabolismo del AIB requiere mas estudios.

51 bien Riov y Epstein (1988) reportan que el AIB es oxidado por
estacas de frijol mungo, no se han caracterizado ampli a mente las
rutas de degradaci®én gue sigue. Con base en datos que no se muestran
se ha observado, que el AIB al ser incubado en presencia de peroxidasa
de rabano, consume oxigeno en un proceso gue es fuertemente

dependiente de persxido de hidrégeno.

En un intento de integracisn de los diversos resultados y con la
intencién de formular un mecanismo que describa el fendmeno observado
se puede decir gue si se supone un nivel infrasptimo de
Metilen-oxindol {o algun producto de la oxidacion del AIA) ¥y en los
primeros 4 dias se forma mas como resultado de una mayor actividad de
AIA-ox, se pueden tener niveles supradptimos como los con que la
respuesta se reduce, porque se wvuelven toxicos, pero como explicar gque
que aun bajando esta actividad, AIA+FG con respecto a AIB, el numero
de ralices es similar. Se desconoce sin embargo que si el consumo de
oxigeno se debe a la formacidn de oxindoles u otros productos de
oxidacién. Lo gque si se observa es gue el FG determina una reducci®n de
la actividad de AIA-ox y que el AIB promueve mayor numero de ralces,
halla o no FG. Esto sugiere una ausencia de una relaciSn estrecha entre
AIA-ox y rizogé¢nesis, una estrecha correlaciin entre AIB y rizog<enesis
y es de resaltarse tambi2n la baja correlacion entre el tratamiento

con AIA y la rizogenesis.
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La evidencia de una tendencia de relacion de mayor actividad AIA-ox
con mayor numero de raices a los 4 dias no se debe aparentemente a gue
la Peroxidasa active al agente iniciador del proceso, mas bien, parece
ser una consecuencia de este o de un -uecanismo para controlarlo. La
aparici¢n de mis raices con una mayor actividad de AIA-ox reduce los

niveles de AIA y evita que continue el proceso rizogenético.

En cuanto a la presencia de FG aplicado exdgenamente se puede
suponer que existen dos fen®menos inuolucrados. En primer lugar la
aplicacidn exdgena de FG disminuye la formacién de oxindoles por tanto
la acltividad de AIA ox es mas lenta y aungque no existe un aporte
externo de auxinas, la misma planta lo sintetiza en sus meristemos
apicales, por lo tanto en esa primera fase. la formaci¢n de ralices no
es tan numerosa, sin embargo el aletargamiento en su oxidacién da
lugar a una segunda fase de persistencia del AIA que si bien una de sus
funciones es la induccidén de raices, otra es la elongacién célular vy
precisamente las ralces formadas en presencia de FG tienen esa
caracteristica de longitud; es decir el FG podria efectuar su
sinergismo retardandc la oxidacion del AIA y permit iendo su
acumulacién para wun segundo periodo de elongacidn. E1 mecanismo
guimico gue podria explicar la disminucisn de actividad de AIA-Dx
provocada por el FG se puede encontrar en un posible efecto
antioxidante del FG; es decir, la oxidacion de AIA si bien es un
proceso enzimatico, implica al mismo tiempo la formacidn de radicales
libres, que son intermediarios en la ruta, la simple presencia de
peréxido de hidrédgeno en el proceso hace sospechar esa situacidén.
Entonces el FG puede funcionar como un antioxidante al captar los
radicales libres formados por la disociacion de perédxido de hidrégeno
y por tanto interrumpir la secuencia de reacciones; #1 puede funcionar
como antioxidante ya gque posee una estructura quimica apropiada para
eso, sus tres sustituyentes hidroxi en posicien meta reciprocamente
son una conbinacidn ideal para captar al radical peroxido vy
estabilizarse asi mismo por la alternante reorganizaci®n a su forma
cetdnica y posterior resonancia .Una forma esquematizada de este
efecto antioxidante se puede observar en el esquema 2 .Esta proposici.or,
concuerda bien con el espectro de la oxidacion del AIA en presencia

de FG (grafica 3), donde no sc da la formaci®n del pico caracteristico
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£n relacidén a la oxidacién del AIB, se puede involucrar un efecto
adicional de los derivados de su degradacidn gue como se menciond na
son oxindoles y no requieren oxigeno para su formacién, en este caso
se precisa un analisis adicional de sus derivados, ya que en principio
su aplicacién exédgena estimula tanto la actividad de AIA-ox como la
formacién de raices, sin embargo es probable que no se de su efecto
precisamente a este nivel de la enzima como lo demuestra la grafica 5,
sino mas bien tratar de relacionar su efecto con posibles alternativas
como la estimulacion de la traslocacion de auxinas endégenas , o en
relaci®n a los gradientes ionicos que Inuolucren al Calcio Como
lo describe Jarvis y Yasmin (1985).

Finalmente se puede agregar que de las relaciones establecidas
entre la formacién de raices y 1la actividad de la AIA-ox , se
puede decir gque a los 4 dias del corte existe una relacién aparente de
1a actividad de AIA-ox y la cantidad de raices formadas y para los B8
dias no se puede establecer ningun patrén gue relacione dichas
variables, mis bien en este momento los niveles de actividad son
semejantes . independientemente del numero de raices y del tratamiento,
excepto para los casos en los cuales esta presente el FG donde la
actividad es apreciablemente menor. Por tanto, si es que existe una
relacion entre esas dos variables dicha relacidn debe seguir una
dinamica que involucre mis elementos de los wvalorados como: una
distincicn entre las funciones de la actividad de la AIA-ox para un
efecto de inducci®n de rizogen¢sis o un efecto de elongaci®én; por otra
parte consideraciones adicionales sobre 1los estados del desarrollo
de la planta y de lous tejidos radiculares en si mismos en intervalos
que consideren variaciones en el orden de horas sobre la regeneracisn
del sistema radicular y finalmente experimentos adicionales gque tengan
mejor resolucion sobre la direcci n que sigue el metabolismo del AIA
en sus dos posibles vias de oxidaci<n que se reconocen hasta el

momento.

Con los resultados obtenidos en este trabajo no se puede establecer
sin restricciones la relaci'n directa de la actividad de la AlA-ox con
la formacidn de ralices laterales sin embargo no se considera

concluyente la exclusion de dichas variables, mss bien indican que
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como deber!a de esperarse, la relacid¢n se establece en los primeros
momentos; a los 4 dias o antes, que es cuando precisamente se da la
diferenciaci®n bacia raices, en ese sentido se considera importante
la oxidacion de AIA y pur tanto; es un argumento que se suma a los
numerosos escritos gue reconocen un legitimo significado fisiolosyico
de la oxidaci¢on del AIA. Sondheimer y Grifin (1960), Huytec (1987) vy
muy recientemente Pressey (1930) discuten con mucha objetividad y con
poca vision integradoura los elementos gque contrastarian la relacitn
descrita arriba. Sin embargo un  fendmeno que coarrelaciona dichas
variables en forma importante, no puede ser resultado de una
casualidad artificial. La abrumadora cantidad de infarmaci>n gue se ha
publicado en ese sentido ast lo indica y el presente trabajo es wuna

modesta contribucicn a tan formidable labor de convencimiento.
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7~ CONCLUSIONES.

Resumiendo los resultados del presente trabajo, se puede decir lo

siguiente:

- De lous tratamientos aplicados, la combinacién AIB+FG muestra el mayor

efecto promotor de formacién de ralces adventicias.

- Existe diferente polimorfismo enzimatico de AIA-ox en los estractos

de raiz y tallo.

-~ Las diferencias de patrones de AlA-ox entre los tratamientos se

atribuyen a la suma de los patrones de la raiz y el tallo.

- A los 4 dias del corte se corresponden en general un mayor ndnerao
de raices con una mayor actividad de AIA-ox, mientras que a los B dias
los niveles de actividad de AlIA-ox son semejantes independientemente
del numero de raices; excepto en los casos donde el tratamiento

incluy® FG, donde la actividad fue menor.
- El1 FG en el tratamiento provoca disminucidn en la actividad total de
AIA-ox, pero no impide la formaci®n de oxindoles cwuandao las raices

ya estan formadas.

- El1 FG inhibe la farmacién de oxindoles en la reaccién de AIA-ox de

Peroxidasa Purificada de Rabano Tipo II.

- E1 AIB se deyrada en un proceso que no forma oxindoles y que es

fuertemente dependiente de peréxido de hidr¢genoc y oxigeno.
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