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RESUMEN 

LOTSS DI: ICllTACAS DI: FIU:.IOL MUNOO FUEaON TaATADA:S: CON AC:lDO 

:lNDOLll:-11-Acw:TICO <A:lA>. AC:lDO INDOl..E-9-8UT:ra:rco _, <A:r•>. FLOaOGLUC:lNOL 

<FO>, AIA•FQ Y Alll+FQ A UNA CONCENTaAC:lON DIC &O M Y 81C VALOaO ICL 

ll:Fll:CTO DI: ll:STOS TRATAM:lll:NTOS A LOS 4 Y 11 D:lA8 IEN LA FORMAc:rON DIE RAICICS 

Al>VltN'TICIAlil, LOS PATJlONES :llJOEHZl.MATXCO• DIC A..J:A-OXUtA8A <A.XA-ox> Y LA 

ACTIVIDAD DIC AIA-ox ICN SOLUCION PAaA EL CONSUMO DI: A:lA y LA roaMACION DIE 

OXINDOLICS. TAM11IIEN SI: ESTUDIO ICL IEFICCTO DIC A:rA. A:r• FO y PIEaox:rDo 

DIC HtDROOIENO ICN LA ACTIV:lDAD PIE A:rA-ox DIE PIEaOX:rDASA rualFICADA DIE 

RABANO TIPO U. 

LOS RIES:ULTADOS IND:lCAN LA MAYOR -OMOCION R:lZOGIEN:lCA <47. 511 aAICIES POR 

ESTACA> llCN llCL LOTIE CON A:l11+FO A LOS 8 D:lAS DIE TRATAMIENTO, MD:NTaAS QUJIC 

IEL CONTROL FORMO 15. 70. LOS PATRONES :l:S:OENZ:lMATICOS DIE A:lA-ox MUll::S:TaAN 

DIFERENCIAS ll:N ll:L TALLO Y LA RAIZ, AL MISMO T:lll:MPO QUE ll:N AM110S CASOS Sii: 

NOTA UNA BANDA CATIONXCA CON Rf DIE O. 042. LOS PATRONIES DIE AIA-ox DE LOS 

EXTRACTOS DI: LOS TRATAMIENTOS MUILSTRAN UNA MIEZCLA DIE PATRONES DIE RAIZ 

Y TALLO Y LAS XSOICNZl'.MAS CORRIESPONDXICNTSlll A LA aAllZ CON Rí• DIE O. 085 

y o. :u6FUltRON MAS .IN'TICNlilAS M•ENTaAS LA CANTIDAD DE aAJ:CES EaA MAY0•4 POR 

SU PARTE LA A.CTI.VIDAD D9: AIA-ox SIC CO•RELACIONO CON LA CANTJ:DAD DE RAICES 

A LOS ' DlAS IEN FORMA PROPORCllONAL, EL LOTIE TaATADO CON All8 MOSTRO 

lBP. Z'5 y ll:L CONTROL llCS. csz. IGENTaAs QUI: A LOS: • DI.AS LOS LOTES: MOSTaARON 

VALORIES Sll:MIC.JANTES DIC ACTIVIDAD INDICPENDlENTIEMIENTIC DIE DIE LA CANT:lDAD 

DIE RAlCES; CON 422 ba. 480. 42 Y 404. 07 PARA C, AlA Y AI8 RE:S:PECTIVAMICNTE 

. PARA L.OS CASOS D,ONDIE HA11IA 

MENOR; CON 264. 27, 2114. 75 

PR&:SENCIA 

y zcsz. -

DI: ro 

PAaA 

DONDE 

FO, A:rA+ro v 
FUE 

Ala+ro 

RICSPECTIVAMICNTE. D~ LOS 
DI: RA11ANO SE OBSERVO QUE 

ESIPECTaos 09Tw:NIDOS CON PEaOJnDASA PUalF:lCADA 

FORMAC:lON LA PalESENCllA DE ro CONDUC:rA A LA 

DE DERIVADOS XNDOL:lCOS EN LA OXIDACllON DE A:lA CON MAX:lMOS DE 

A8SOR8ANCIA ICN 2711 V Z•• nm~ MJ:ICNTaASI QUIC EN su AUSENC:IA y PRESENCIA DIC 

PEJtOXIDO Dlt HlDROOENO SE P•ODUCIAN om:a:ivADOS OXINDOLICOS CON P:ICOS 

MAXIMOS l:NTRK'. 250 Y 200 nm .. 

SE DXSCUTIL QUE LA altLACION DE LA a:rZOOILNICS:lS y LA ACTIVIDAD DE AIA-ox 

SIL DA ICN LOS PRIMEaos D:lAS DESPUES DEL TRATAM:lENTO y QUE ILL. ra ACTUA 

COMO ANTIOXIDANTE POR SU INTS:aACCION CON EL P'EROXIDO DE HIDROOENO. 



2.- INTROOUCCION 

La producción de alimentos es una de las tareas con más alta 

prioridad en la soc.iedad, por lo que se justifica cualquier esfuerzo 

destinado a aumentar la productividad del campo. 

En México la producción de alimentos agricolas mantiene un déficit 

de gt-anos que no cubr·e la demanda interna, p0r lo cual se depende de la 

importación de cerca del 40X del consUMO nacional como, lo describe 

Mata, E:. <1987>. La situación critica de dependencia de ali•entos de 

economias extranjeras, impone la impostergable necesidad de analizar 

alternativas <llle ofrezcan pautas para el desarrollo de estrategias que 

aumenten la productividad del campo 111exicano. 

De las prácticas q•Je prometen incidir en forma directa sobre el 

aumento en la Productividad del campo están: el mejot-amiento genético 

de las va1· iedades de especies de interés alimenticio para dar mejores 

r·endimientog en c1.1anto a la producción de biomasa; la resistencia a 

plagas o la adaptación a situaciones de stress medioambiental como la 

sequía o salinidad. Por otra parte, a pesar del gran potencial que 

ofrece la utilización de re<;uladores del desarrollo en vegetales en la 

optimización de prácticas agricolas, es alternativa con poco at·raigo en 

la '3t·an mayor·ia de lps productores del call!Po. En México, como lo 

describe Larke, A. y Reyes,R C1988> ,en pri-r lugar, la oferta de 

hormonas vegetales en el mercado ->ticano no satisface las demandas 

de estos estimulantes, además de que las prAc:ticas empiricas impiden 

una incidencia importante de estas alternativas: en cambio tecnologias 

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 cowiún el estimulo para el 

alargamiento celula1· como lo des.ct-iben Rojas, M. y Rami rez, H. C 1987>. 

Su efecto caracteristico a nivel de organización de tejidos y 

desarrollo anatómico resulta en el control sobre procesos imFortantes 

del desarrollo de la planta c0tno: la elongación del tal lo, la regulac1ór1 
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del proceso de floración, la maduración de los frutos, la tendencia 

hacia la dominancia apical Y\._1• forwiacióN de raices laterales Evans,M 

(1984). Este áltimo proceso reviste i111pOrtanc::ia en función de que en la 

medida que la formación de raices adventicias sea un proceso que se 

manipule a conveniencia, se puede lograr el enraizamiento de 

especies de dificil o nulo enraizamiento y por tanto se puede 

optimizar la propagación asexual de variedades con caracteres 

favorables, mediante el enraizamiento de estacas c0111CJ, lo describen 

Rojas,1'11. y Ramirez ,H. ( 1987). Esta opción presenta la ventaja de que 

los caracteres favorables no son segregadOs sexualmente COlllO, serla el 

caso de la propagación por semillas. 

El Acido indol-3-acetico (AIA), es la auxina más ampliamente 

estudiada en relación con la promoción de enraizamiento. Thimann,L. 

(1974) hace una resef'ía histórica de las investigaciones sobre el AIA; 

y se~ala la existencia de una gran cantidad de compuestos con 

propiedades aux1nicas, unos de origen natural y otros sintetizados 

artificialmente, como el Acido Indol-3-butirico CAIB), el cual 

estimula la formación de raices de manera importante. Más 

recientemente el AIB fue aislado como un producto 

natural de plántulas de Chicharo, como lo 

al ( 1985). 

reporta Schneider,E.et 

Se ha reconocldo que en la regulación del metabolismo del AIA 

intervienen sustancias fenólicas que inhiben enzimas que oxidan al 

AJA. 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 reconocidos por intervenir en este proceso 

auxinico es el Floroglacinol(FG) como lo indica Janes ·et et (1976). 

Los mecanismos de los que se sirve el AIA para efectuar est~mulos 

sobre la elongación, los prDcesos para regular este estimulo y los 

elementos que se involucran en el fenómeno han sido materia de intensas 

investigaciones. En el presente trabajo se describen los resultados 

del efecto en vi''º del AIA,AIB.FG y sus combinaciones, sobre la formaciór. 

de ralees laterales en estacas de frijol mungo (."'h:iseclus >n>Jnec,). Por 

otra parte, se registra el efecto de estos tratamientos sobre el 
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polimorfismo enzimático de la AIA-Oxidasa (AIA-ox) y 

total; tambien se estudia el efecto in uitro del FG 

oxidación del AIA por Peroxidasa Purificada de Rábano 

su actividad 

y AIB en la 

Tipo II y se 

discute la relación de dichas variables con los mecanismos de 

regeneración del 

experimental al 

radtata). 

sistema radicular. El estudio tiene como modelo 

Frijol nungo (Phaseolus mun~o sinonimia Vi~na 
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3.- ANTECEDENTES. 

El metabolismo del AIA se ha tomado COllKl un mecanisllKl regulador de 

los ef'ectos de la horlOClna én la planta. En principio se ha reconocido, 

COllKl lo describe Kef'eli,V. (1978), que el precursor inicial de la ruta 

biosintética del AIA es el Acido Shikimico y COllKl precursor intermediario 

el Triptófano. Sembdner,G. et al(1980) describe que el triptófano 

puede seguir dos vias alternativas hacia la formación de AIA ,la via 

de la Triptamida y la del Aciclo Indo! Pirúvico, las cuales 

convergen en el Indo! Acetaldehido, que es el precursor inmediato del 

AIA. Por otra parte, se ha observado que el principal sitio de slntesis 

del AIA esta en las partes apicales de la planta, y que éste se trasporta 

basipétalamente, como lo indican lllareing,P y Phillips,I.(1978). 

Se ha detallado el metaboliSllKl del AIA y se propone que la 

actividad de AIA-ox regula los niveles internos efe la horllKlna. De los 

productos finales de la oxidación del AIA se ha reconocido que el 

3-ll'letilen Oxindol es el principal, (Hinman y Lang 1965). 

Posteriormente se sugiere que la via degradativa del AIA es 

ramificada y que de acuerdo a las condiciones de reacción se pueden 

seguir dos véas alternativas. Grambow y Langenbeck (1983) estudian 

estas dos vias y concluyen que:en ausencia de fenoles la oxidación del 

AIA tiende principalmente hacia la formación de 3-l'lletilen Oxindol (via 

oxindólica). En este caso el Peróxido de hidrógeno formado durante la 

oxidación-descarboxilacion del AIA se fija en un paso intermediario 

para la formación del Hidroximetil Oxindol que es el precursor 

inmediato del 3-l'lletilen Oxindol. Por otra parte, en presencia de 

r·enoles PI Peróxido de Hidrógeno formado es captado por éstos y el 

proceso se desvia hacia la formación de derivados indólicos, en la 

cual el Indo! l'lletanol se condensa para formar Bis-Indolyl l'letano o 

simplemente se deshidrata para originar lndol Aldehido (via indolica). 

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

Se han aislado alternativamente otros productos finales en función de 

la especie y de las condiciones de la reaccion. Reinecke,D. y 

Bandurski,R.(1988), reportan que en Zea mays en condiciones 
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ESQUEMA No. 1 RUTAS ALTERNATIVAS PARA LA DEGRADACION DE AIA; RH=FENOL; IM=INDOL 
3-METANOL; AIL=INDOL-3-ADEHIDO; tf40x=3-HIDROXIMETILOXINDOL; BIM=BISINDOLYLMETANO 
; MOx-METILENOXINDOL, 
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aerobias, el producto final del metabolismo del AIA es el 

Oxindol-3-acético. Pluss,R y colaboradol'es (1989) registraron la 

formación de un nuevo producto :el Acido 2-indolona-3-acetilaspártico 

en Populus trem.uta, que representa un conjugado entre un aminoácido y 

un derivado del AIA, estos conjugados con aminoácidos se forman 

caracterlsticamente de las aplicaciones exógenas de AIA, lllollan, R. et 

al (1972). 

Otro caso bien documentado del estudio de las auxinas es el del AIB, 

el cual es reconocido por sus efectos importantes en la formación de 

raices laterales. Al AIB se le ha atribuido su intensa estimulación 

por ser una hormona sintetizada artificialmente suponiéndose que no 

existe la maquinaria metabólica necesaria para su degradación, sin 

embargo, los estudios de Riov,J .y Epstein,E (1g88) en Pha.seol.us m.uneo 

demostraron que la velocidad de degradación del AIB y del AIA son 

semejantes, aunque los productos formados son dif'erentes. Además, un 

estudio de identificación de auxinas endógenas extraidas de 

reveló la presencia del AIB sin una previa adición exógena 

hormona cuma lo publicaron Schneider,E. et aL(1985). 

chlcharo 

de esta 

Se ha encontrado que los productos finales de la oxidación del AIA 

identificados tienen propiedades auxinicas, y que en algunos casos 

superan el estlmul~ que el AIA produce por si mismo. Basu,P.y Tuli,V. 

(1972) reportan que ei IWletilen oxindol resulta más ef'ectivo en el 

estimulo para el crecimiento de Trittcum. vuleare; por lo contrario, 

los productos f'inales a1slados por Pluss,R.et at(1988) no revelaron 

tener nin9ún estimulo para la f'ormación de ralees adventicias en 

Pop-u.l ·.J.S t..remu.la. 

Se han estudiado con detalle las enzimas relacionadas con la 

oxidación del AIA. En primer lugar hay que mencionar que se reconoce 

que las Peroxidasas (Pxs} muestran actividad de AIA-ox en la mayorla de 

los ensayos, sin embargo, existen casos excepcionales, los cuales 

presentan acívidad AIA-cx sin actividad Pxs .Talwar,G. et il (1985} 

reportan haber aislado de Vcena radtata AIA-ox sin actividad de Pxs y 

otras isoenzimas que si mostraban ambas actividades. Estas difer1an, 

en sus migraciones electrof'oréticas, en sus parámetros cinéticos y en 
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sus pHs óptimos de actividad., La oxidación del AIA tn ut tro, por parte 

de peroxidasas, es un fenómeno frecuente, sin embargo, como lo discute 

Huystec,R.(1987), puede ser resultado de condiciones artificialmente 

creadas al momento de la extracción de la enzima o al momento de su 

cuantificación. En este miStno sentido Sondheimer,E y Griffin,D (1960) 

hablan discutido inicialmente que la oxidación que se observa del 

AIA carece de sentido fisiológico en la planta y que de la misma 

manera es resultado de condiciones artificiales. Pressey (1990) 

argumenta que el gran número de cofactores que estimulan la oxidación 

del AIA por Peroxidasas es una razón importante para pensar que este 

fenómeno no se da en forma natural. A pesar de esto, los 

reporte5 acerca de la polifunc:ionalidad de las Pxs son abundantes, 

como lo describe Tal...ar,G. e~ ~ 1 (198 5) Asi mismo Grison,R. y 

Pilet,P.(1985)reconocen este fenomeno y en su reporte enlistan una amplia 

gama de sustratos susceptibles de oxidarse por Pxs. Las evidencias 

hasta ahora indican la correlación estrecha de la actividad de AIA-ox 

y Pxs con los niveles de la hormona y la formación de raices; las 

especulaciones acerca de la legitimidad fisiológica del fenómeno 

requieren investigaciones en ese sentido. 

Se ha estudiado la localización de la actividad de AIA-ox y en 

términos generales se ha reconocido que existe una variación de 

actividad en funcián de la madurez de los tejidos y de la localización 

anat·.)micci de éstps. Goldberg,R. et aL (1986) reportan que en 

tejidos de Frijol lllungo, la mayor parte de la actividad se da en tejidos 

jóvenes y disminuye gradualmente en los tejidos más maduros. Resultados 

similares fueron publicados por Valpuesta,V y Bukovac,l'l!.(1983), 

reportando que en Prunus cera.sus la actividad de AIA-ox 

función del desarrollo de la planta. En cuanto a 

anatómica de la oxidación del AIA Sergeeva,L .et 

registraron una disminución de actividad AIA-ox en 

basipetál ico en plantas de Ni..c o t tria tabacum.. El mismo 

actividad fue reportado por Goldberg,R et ai (1986) en 

fr Uol mungo 

desciende en 

la localización 

aL ( 1985) 

un gradiente 

gradiente de 

hipocotilos de 

En su conjunto los estudios de la variación de actividad de 

AIA-ox en función de la madurez de los tejidos y a lo largo de los 
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hipocotilos han dado lugar a el planteamiento de la Hipótesis de una 

alta actividad de AIA-ox necesaria para el inicio de la f'ormación de 

ralees, como la plantearan originalmente Chibbar,R. et al (1979) 

tomando como modelo experimental al Pha.seolus mun6º· Este planteamiento 

conserva congruencia con la idea de que los productos de la oxidación 

de AIA son los necesarios para la estimulación rizogenética, como lo 

se~alan Basu,P.y Tuli,V. (1972), proponiendo que el producto activo es 

el lfletilen-Oxindol. Para este mismo producto Demorest,D y Stahamann,~. 

(1972) investigaron el ef'ecto que tenia a nivel genético, concluyendo 

que se da un tipo de regulación para la expresión de genes 

determinados por la unión del llletilen-Oxindol a histonas en lugares 

especif'icos con restos de arginina, Una revisión amplia de esta teoria 

de regulación f'ue compilada por Theolo9ist, A. (1986) quien concluye 

que el fenómeno de dif'erenciación es un proceso en el cual se suceden 

una rápida acumulación de RNAm, una acidif'icación del medio exterior 

de la célula y la posterior elongación de la célula. Estos eventos son 

desencadenados por el AIA. La Teoria ácida descrita es un modelo para 

la explicación del proceso de elongación que promueven las auxinas. 

Bansal,~ y Nanda,K c1ga1), en una interpretación integrativa de la 

hipótesis 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 f'ormación de ralees adventicias: 

1.-Si la actividad de AIA-ox esta inhibida, los niveles de AIA llegan a 

una concentración supra-óptima, la cual se vuelve tóxica para la 

planta, mientras que si los niveles se mantienen infra-óptimos la 

estimulaci:'.Jn para la elongación es un proceso factible. 

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

actividad f'isiologica de estimulo que el mismo AIA. 

3.-La AIA-ox puede actuar en f'orma coordinada junto con otras enzimas, 

como la Fenolasa para f'ormar conjugados AIA-f'enólicos, que promueven 

el estimulo. 

La localización de la enzima a nivel celular es un criterio 
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importante para definir los detalles 

propuesta. Goldber9,R. et ai (1986) 

de la teoria de regulación 

analizó a nivel subcelular 

la localización de la actividad Pxs encontrando que la mayor cantidad 

de actividad estaba limitada a la pared célular y la parte soluble del 

citoplasma, aunque ta!IDién habla registros minimos de actividad en 

membranas. En el caso de Pxs a nivel de la envoltura celular se ha 

encontrado que existen dos tipos de Pxs; unas unidas iónicamente y otras 

en forma covalente, como lo publicó Demorest,D.y Stahamann,M (1972). Por 

otra parte el AIA demostró estar acumulado en la pared celular, en el 

n~cleo y en la vacuola, segun estudios de Driss,D. y Perbal,G.(1987) en 

Lt~oper.stcon. &si.: ul.ent:.mi. 

En particular la AIA-ox se ha reportado como una glucoprote!na 

cuyos constituyentes carbohidratos contribuyen a la conformación 

tridimensional, como lo dis.cuten Chibbar,R ~t al. (1972) al trabajar con 

extractos de Phaseo é •.ls m.uneo. 

sitio activo de la enzima 

Por otra parte, se ha reconocido que el 

es un grupo Ferroporfirinico como lo 

mencionan L.ee,T. et al (1982); este último reporte sostiene que la 

oxidaci ··n oel AIA se inhibe en forma competitiva por Orquinol y 

compuestas Fenantrénicas relacionados. Goldber9,R.et ai (1986) indican 

la utilización de otros inhibidares especificas de la AIA-ox como el 

Cianuro de Potasio y el Dietiltiocarbamato, encontrando que se 

presenta también un tipa de inhibición competitiva. En cuanto a la 

cin•?tica ti µíca de ¡as isoenzimas can esta actividad existe variación; 

Valpuesta, V y Bukovac,M.(1983) reportan la existencia de dos 

isaenzimas de AIA-ox en extractos de Pr<.JJ.us cerast.<S y encuentran que 

tienen cinéticas diferentes; una isoenzima 11 trazó una cinética 

tlpica hiperbólica, mientras que la isoenzima 12 mostró cinética 

sigmoidal. La regulación alastérica del AIA hacia la AIA-ox ha sido 

discutida previamente por Chibbar,R. et ac (1972). 

La regulación de la actividad de la AJA-ax se ha estudiada con 

esmero. La participación de fenoles en la acitividad de la enzima 

esta bien documentada en la publicación de Lee,T. et ai (1978); en ella 

concluyen despues de analizar una larga lista de fenoles probados en 

la degradación de AIA par Peroxidasa purificada de R~bana; que: 
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1.-Las manof'enoles producen activación cuando ningún otro cof'actor esta 

presente; los fenoles p-sustituidos son· naás activos que los o- o 

m-sustituldos. En presencia de Diclorofenol(DCP), se observa desde una 

ligera activación hasta una fuerte inhibición. 

2.-Los m-dif'enoles tambien producen activación en ausencia de otros 

cof'actores, mientras que los o- y p-dif'enoles con excepción de la 

3,4-dlhidroxiacetofenona y 3,4-dihidroxipropiofenona, producen una 

fuerte inhibición en presencia de DCP. Los o-difenoles son degradados 

en el medio de reacción de la enzima y por tanto estos producen sólo 

una inhibición temporal. 

3.-Los m-difenoles y la 3,4-dihidroxiacetofenona producen una inhibición 

permanente en presencia de OCP. 

4.-La sustitución en la posición 2 altera significativamente la 

actividad de los r1t-difenoles. 

5.-La c·-metilación altera la actividad de los o-dif'enoles. 

La intervención de los fenoles en la oxidación del AIA se plantea en 

dos posibles formas: la primera, como lo discute Lee,T.et alC197B) a 

través del sitio. activo de la enzima por competencia de las 

grupos hidraxi de los fenoles; y la segunda, por la reacción de estas 

mi51JlOs fenoles con intermediarias de la degradación del AIA como lo 

discute Grambow,H. y Schwich,L.(1983). En forma general, se reconoce la 

estimulaci~·n del ef'ecto auxi ni ca por parte de 

Hartmann,H . {1g66), reconocieron en principio 

definieron como sinergismo f'enólico. 

los 

este 

f'enales; 

fenómeno 

Fadl ,l'I. y 

y la 

En la lista de Lee,T.et at (1978) no se reconoce una importante 

función de Trif'enoles en la función de la AIA-ox, sin embargo, el uso 

de trifenoles como el FG ha mostrado una importante promoción de 

la formación de raices laterales, principalmente en manzano. Jones,O. 

al C1976), estudiaron este erecto en tallos de manzano. La 

particularidad del FG es que muestra una simetria radial de los 

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

Además del ef'ecto observado por parte de los f'enoles sobre la 

actividad de AIA-ox, se sabe que cof'actores como el manganeso son 

necesarios para la actividad; como lo determinaron Basu,P. y Tuli ,V. 

(1972) . 

Estudios de Pressey,R.(1990) con Pxs purif'icada de Licopersicon 

esc•úe,-,tu.~,, demostraron que· ciertos aniones activan signif'icativamente 

la oxidación del AIA. Los aniones derivados de Fosf'atos demostraron 

uno de Jos mayores ef'ectos en la estinulación de la actividad; el caso 

del N.itrilotriacetato f'ue de los aniones valorados, el que estimuló 

en f'orma más intensa. Otra modulación que se ha revisado en la 

oxidación del AIA es por parte de ácidos dicarboxilicos; Milrad,S.y 

Tiger,H.(1983) dan cuenta de la activación que se 

oxidaci~n del AIA por parte de varios ~cides 

extractos de Gtycine max. La presencia del Acido 

estimule, mayormente la actividad de la enzima. 

da in uitro de la 

d i car boxi licos en 

Oxálico Fue la que 

La amplia gama de moduladores que se han observado para la actividad 

de AIA-·ox, requiere de una interpretación integral que no puede 

resultar en relaciones rectas ni sencillas para la f'unción f'isiológica 

del sistema oxidante del AIA y su regulación. Ciertamente, deben existir 

mecanisrrK1s integrados en muchas direcciones para que las 

concentraciones de la hormona sean la circunstancia que en primer 

término determine el disparo del f'enómeno. Los derivados del 

catabolismo o de f'otosintatos, los estadios del desarrollo de la 

µ lant.-1, la ubicación anatómica de los tejidos y en general las 

caracter1sticas especificas de la especie están relacionados en una 

intrincada r·egulación retroalimentada que mantiene las concentraciones 

necesarias de la hormona y en •.Htimo término regula la acción efectora 

de la misma. 

En consideración de todo lo mencionado anteriormente. 

presente estudio se valoraron aspectos particulares de la actividad de 

AIA-ox de frijol mungo. Por una parte se valoró el ef'ecto u, C!t'-''.-, del 

AIA y del AIB en la f'ormación de raices adventicias, adem6s de 

12 



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

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

c on AIA, AIB, FG y sus combinaciones en la actividad de AIA-ox en 

y e n s us patrones isoenzimáti cos, y finalmente se estudió 

del espectro de Absorción en el rango de ultravioleta antes 

de la oxidación del AIA por Peroxidasa purificada de 

presencia de Peróxido de Hidró 9eno, FG y AIB. 
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4.- MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS 

4.1.-0BTENCION DE PLANTULAS 

La selección de Phaseo1us "''-'"!'?º coma lllOdelo experimental se 

nizo considerando las recomendaciones de Hess,Ch.(1961); indica que 

esta especie o~rece las ventajas de una rápida 9f!rtninación y 

desarrollo de la planta; además, por su peque~o tama~o se puede obtener 

una población abundante en una ~rea reducida, aunado a que responde 

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

Se lavaron 25 g de semillas ele Phaseotus ntt.t~o de origen comercial 

con agua corriente. Posteriormente se sumergieron en Hipoc:lorito de Sodio 

comercial al 4% durante 25 minutos; se lavaron nuevamente con agua 

destilada hasta eliminar todos los residuos del desin~ectante 

utilizado. Durante las 48 horas siguientes se mantuvieron sumergidas en 

agua y en cDndiciones de obscuridad con cambios periódicos de agua. Una 

vez hidratadas las semillas, se trasladaron a un recipiente de 30x30x10 

cm que contenia a9rolita hasta un 50~ de su capacidad; la a9rolita se 

mantuvo a su máxima hidratación utilizando exclusivamente agua 

destilada. Los recipientes permanecieron durante 4 dias en una cámara de 

germinación con obscuridad permanente, con una temperatura de 2sºc y con 

una humedad relativa de 40%. Al término de estos dlas se obtuvieron 

pU.ntulas de 8 c::m de longitud en prane dio, del brote de la raiz 

principal al ápice. 

4.2.- CORTE Y TRATAMIENTOS. 

Las plántulas obtenidas se cortaron en la parte del hipocotilo a 

una distancia de 7 c::m del nodo cotiledonar utilizando tijeras para 

evitar estrangulamiento en el lugar del corte; estos segmentos 

mantenlan las hojas .Se rormaron cinco grupos experimentales y un 

testigo con 50 plántulas cada uno, a los que se sometio a los 

siguientes tratamientos: 
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GRUPO 

1.-CONTROL 

2.-AIA 

3.-AIB 

4. - FG 

5.-AIA+FG 

6 .-AIB+FG 

TRATAl'IIENTO 

Agua destilada 

Acido lndol-3- Acético 100 ¡.All 

Acida Indal-3-Butirico 100 ¡.Al! 

Floroglucinol 100 µ1111 

Floroglucinol 100 µ11'1,Acido Indol-3-Acético 100 ,uM 

Floro9lucinol 100 µ11'1,Acido Indol-3-Butirico 100 µff! 

Las soluciones para los tratamientos se preparaban en Stocks 10X. 

Par a los casos de AIA y AIB se utilizaban gotas de KOli N para 

di s olve rlas en agua destilada. 

Lo s tratamjentos descritos arriba se aplicaron a las plántulas 

sumergiéndolas hasta una prof'undidad de 4 cm del corte realizado y 

pe rmaneciendo asi d u rante un espacio de 24 horas; posteriormente se 

t ra s l a d a ron a a gua des tilada y asi se mantuvieron durante B dias en 

obscuridad perma ne nte , humedad relativa de 40S y temperatura de 2aºc. 
Los p r ocedirnientus y ti empos se def'inieron siguiendo las indicaciones 

de Hess .Ch. í 1961) . 

En observacione~ p r eliminares se estableci ó que la emergencia de 

las ral e es se i n iciaba a partir del cuarto dia y eran suf'icientemente 

conspicuas a los 8 d i as . El ef'ecto promotor de los tratamientos 

descritos se val or~ a los intervalos de 4 y 8 d1as. Se 

el n 'Jmer o de ralees f'o rmadas por cada plantula . 

4 . 3 . - OBTENCION DEL EXT RACTO CRUDO 

consideró 

De las plántulas se hicieron extracciones ,a los 4 y 8 dias, de 

l a si gu ien te f'orma:S g de hipocotilos se lavaron con agua destilada y 

~ .;e homogenizaron en 7 ml de bui'fer Tris - HCL 5 mM pH 7.6. El 

t1omo9en t zado s e f'iltró en 8 capa s de ga s a c on poro d e 2 mm y 

posteri o rmente se cent r if'ugó a 10,000x ~ ; el s ohrenada nte s e rec upe r <:· 
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y fue considerado extracto crudo. Todas las operaciones se llevaron a 

cabo a 4°C.La proteina del extracto crudo se determinó de acuerdo a la 

técnica descrita por Bradford,~ (1976). 

4.4.-SEPARACION ELECTROFORETICA 

La separación electroforética se llevo a cabo en gel de 

acri!amida, en sistema discontinuo con una concentracion final de 

de Acrilamida, siguiendo el procedimiento descrito 

poli-

7 .5% 

por 

Davies,B.(1964). La corrida se realizó en sistema de buffer no 

disociante de Tris-Glicina 0.1 ~ pH 8.3. Se pre¡Jararon los geles en un 

tubo de cristal de 5 1m1 de diámetro interior y de 10 cm 

largo. El extracto cruda se depositó en la parte superior del 

ajustando la prote"na a 100 µ9 por tubo. Se aplicó 

de 

tubo 

una 

el 

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 

coloninte ele indicador de corrida estaba a punto de sal ir del gel. 

Todas las operaciones de separación se llevaron a cabo a 4°C. 

4.. 5. - REVELADO DE LA AIA-ox 

Para revelar el patrón isoenzimático de la AIA-ox se sumergieron 

los geles en un ~dio de revelado que descri_be Talwar,G.et a1(1985), 

el cu.d conten>a 1 parte de la solucicon A (4 mg de Azul Rápido 

BB base/ml de Etanol),2 partes de la solución B (16.4mg de Acido 

p-cum.3.ríco+17.6mg de AIA disueltos en Etanol y aforados a un volumen 

de 50 ml +2.4ml de Perc'.·xido de Hidrógeno al 0.1%) y parte de la 

soluci '.-n C (buffer de Acetato de Sodio 0.2111 pH 4.2) .Los geles se 

mantuvierun en esa soluci<.:,·n a temperatura ambj ente y en obscuridad 

hast<J qtH' las bandas caf~s eran evidentes. 

4..6.- ACTIVIDAD TOT,\L DE AIA-ox 

Se utilizó el extracto crudo obtenido de la forma antes descrita. 

La actividad de oxidaci ~'n de AIA se valor•. polarogr.;.ficamenlf' 

siguiendo la disminuci -n de oxigeno en la celda de reacci _,n como Je 

describen Kokkinakis y Brooks (1979).~ 
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Se adicionaron 150 µg de proteina cruda a un medio de reacción que 

contenia:Citrato de Sodio 3.5 11'1'1, DCP 100 µIWI, lllnC1 2 40 µ111 y AIA 200 µ111 

ajustando con HCl a pH 4.2. La adición de Peróxido de Hidrógeno a una 

concentración rinal de 6 µ111 iniciaba la reacción. Las condiciones del 

ensayo rueron de agitación constante y a temperatura de 2aºc. 

Se veriricó repetidamente que la reaccion ruera especifica para la 

oxidación de AIA mediante la titulación del AIA residual al final de 

la reacción por el reactivo de Salkowski,técnica que describen Hinman y 

Lang (1977) y también se calculó la relación estequiom~trica del 

oxigeno consumido y el AIA degra d ado, encontrando que con ligeras 

desviaciones se corresponden en rorma equimolar. 

4.7.- FORMACION DE OXINDOLES. 

De acuerdo a la técnica descrita por Pressey (1990), se valoro la 

rormacic'•n de Oxindoles por el aumento de absorbancia a 247 nm. 250 '"'9 

de protelna cruda se agregaban a un medio de reaccién que conlen;a en 

concentraciones finales: 3.5 rri'I de Citrato de Sodio, OCP 100 µl'I, l'llnC1
2 

40 µl'I y AIA 200 ,ulll;con pH 4.2. La reacción se inicic1ba pur la adici·-~n 

de Peróxido de Hidrógeno a una concentraci.:•n finai de G ,c:l'll. La 

reacción se monitoreaba durante dos minutos midiendo el aumento de 

absorbancia a 247 rwn. 

4.. 8. - EFECTO in e·•- u·o SOBRE PEROXIDASA PURIFICADA DE RABANO. 

2 µg de Peroxidasa Puriricada de Rábano Tipo II se agregaban a un 

volumen final de medio de reacción que conten1a en concentraciones 

rinales:1 """ de Citrato de Sodio, DCP 200 µ1'11, lllnC12 80 µ1'11 y AIA 200 µ1'11 

a pH 4.2. A los o y 6 minutos se realizaba un espectro de 

absorción de 220 a 300 rwn. Según el caso, se agregó a concentración 

rinal: 6 µl'll de Peróxido de Hidrogeno, 150 µ111 de FG y 150 µl'I de AIB. 
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5.- RESULTADOS. 

Los datos obtenidos son resultado de al menos 2 repeticiones 

del método descrito. Nin9una diferencia de importancia 

se observó en las repeticiones, lo que indica 

reproch.Jcibilidad del fenómeno. 

5. t. - f'IWMOCION R.IZOGENICA. 

si9nificativa 

la confiable 

La formación de ra1ces adventicias en las condiciones descritas 

reveló que la aplicación de AIB+FG tenia el mayor efecto rizogénico, 

con 201.59 % de formacion de ralees laterales adicionales respecto al 

testigo con agua destilada. Los parámetros valorados se pueden 

observar en la cuadro 1 que representan la formación de r.aices a los 4 

y B dias de tratamiento,respectivamente. Es interesante la débil 

respuesta que tiene la especie a la aplicación de AIA, sobre todo 

en el primer intervalo de cuantificdcién. El caso del FG muestra una 

estimulación del 22.99 ':t adicional al control, aunque es prudente 

mencionar que se comporta como un tratamiento inconsistente en su 

estimulo como lo dr;notan las desviaciones estándar de sus parámetros. 

Por su parte, el tratamiento con AIB a los 4 y B dlas mostró ser el 

más efectivo en promover por s" mismo la formación de ralees 

adventicias con el 96.43 ':t y 176.01 ':t respectivamente. 

En cuanto a la velocidad de enraizamiento la tendencia vari0 

ligeramente en el caso del lote tratado con AIA que, a los 4 dias 

mostraba menos estimulaci6n que el lote tratado con FG y a los B 

dias este ultimo tratamiento era superado sensiblemente. Por otra 

parte, el caso que si se invirtio drásticamente fue el tratamiento de 

AIA+FG, que de 1.24'% a los 4 dias aumento a 61'% de promoci•:>n 

rizogénica, mucho mayor al 

aplicados independientemente. 

tratamiento con FG y con AIA 

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

mostraran un interesante comportamiento; mientras que el AIA+FG 

inducia la formación de ralees en magnitudes cercanas a las que 
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CUADRO No. 1 PROMOCION RIZOGENICA DE LOS TRATAMIENTUS APLlC:A[)()S A LOS 

4 'i 8 DIAS 

IRATAMIENTOS 4 DIAS 

PRO~I~-t 
8 DIAS 

1 

No DE RAICES " DE RAICES 1 " i 
PROMOCION 

-+ 

ONTROL MEO 5. 61 15. 75 : 
1 e 
i 

F 

DS 3.74 6.45 

G MEO 6.90 22.99 20.16 

~--· 
27. 91 i 

os 4.92 8.60 
1 
' 

1 

1 
1 IA MEO 6.50 17. 64 1 23.57 1 A 

os 3.89 6.50 i 
1 

·------r-

Al B MEO 11.02 96.43 43.50 

os 6.65 1 10.32 

Al A+FG 1 MED 5. 68 1. 24. 

1 

25. 41 

te. n 

AIB+FG -L"5--~: ~:2 1 U O 6'' 

1 ::

0 ~.78 47. 53 

13. 83 

100 uM; AIA::-: A•.:\.do lndol Auo.lL..::c· 100 ·....i.M; AIB= Ac\.d..:o Jri, ... .L·l 

;A.IA .. FO: Ac1.dc, Iridc~ A -~LLCo 100 uM + Floro9lucLr.r;\ 100 'JM; A18+FO 

;; A.c\.dc Ir.del DulLn.co 100 1...1M + Florcgluc\.not t.00 uM. 
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promueven el AJA por si solo, el tratami.ento con AIB+FG parece ser 

sumatorio de la promoción dada por el FG y la inducida POr AIB. 

En particular, las caracter1sticas de las ralees formadas variaban 

de acuerdo al tratamiento empleado: el control foriaaba pocas raices de 

apariencia vigorosa; el tratamiento con FG foraaba más raices que el 

control, de longitud lllás pronunciada y principalmente en la base de la 

estaca. Para el caso del AIA las ralees se caracterizaron POr 

largas y vigorosas, mientras que los casos tratados con AIB for•aban 

abundantes ra1Ce$ y primordios de ra1z de ta•ar.o pequeno y diámetro 

reducido a lo largo de todo el tallo de la estaca. 

5. 2. - PATRONES ISOENZIMAtICOS DE AIA-OXI. 

El polimorfismo enzillt&tico de la AIA-ox encontrado durante el 

presente trabajo indica una relación estr~ entre los fen6111enos de 

formación de raices y el patrón isoenzi•ático presente: 

En primer lugar, se observan diferencias entre los 9@les de los 

extractos de raiz 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 

isoenzi•as con Rfs de 0.142 <B> y 0.328 <C>. En ambos casos se aprecia 

la existencia de una banda catiónica con Rf de 0.642 <El, como se nota 

en la f191_...-a l. 

Los patrones isoenzi•áticos revelados para los 

con 4 d1as de tratamiento se pueden observar en la figura 2, en 

lotes 

donde 

se nota que en los casos de trata•ientos con AIA,AIB y AIB+FG existen 

un mayor número de bandas y que precisamente corresponden a las bandas 

A y D encontradas en los extractos de raiz. En el extracto obtenido del 

tratamiento con AIA+FG la presencia de las dos bandas adicionales 

mencionadas se revela muy tenuemente. Los patr·ones isoenzimáticos 

revelados para los lotes con 8 dias de tratamiento pueden observarse en 

la figura 3. En estos esquemas se puede ver que el patrón es muy 

similar entre los tratamientos, con la presencia de las bandas A, 

B, C, D, y E en los extractos de los lotes con AIA, AIB, AIA+FG y 

AIB+FG; los casos de C y FG muestr·an solamente las bandas B, C, y D. 
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FIOURA No.2 MTRONE8 180ENZIMATIC08 DE AIA·ox DE EXTRACTOS 
OBTENIDOS DE LOS TRATAMIENTOS A LOS 4 DIAS 

(-) 

B B 

e e 

EH E 1 

A 

B 

e 

o 

1 E 

A 

B 

e 

o 

E 

(-) 

A 

B 

e 

o 

E 

LJ (+) ¡ L_ 
-~ (+) 

e FG AIA AIB AIA+FG 

i 

1 

AIB+FG 

A 

B 

e 

o 

E 



N w 

FIGURA No.a PATRONES ISOENZIMATICOS DE AIA-ox DE EXTRACTOS 
OBTENIDOS DE LOS TRATAMIENTOS A LOS 8 DIA8 
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5.3.- ACTIVIDAD DE AIA-OXIDASA 

5.3.1.- CONSUMO DE OXI GENO. 

El consumo de ox19eno como criterio de actividad total de AIA -o x 

se obse rva en la cuadro 2 para el tiempo de 4 d i as; como se aprecia , 

la actividad m.< x ima ocurre en el caso del tratamiento con AIB~FG, 

mientras que el testigo muestra la menar actividad. Los tratamicnt11 s 

con AIB y AIA+FG tienen pr .~ cticamente la misma acti v idad total de 

AIA-ox. 

Para los B dias de t r atamiento los valores de actividad se puede n 

observar en el cuadro 3. En general la actividad aumenta en relaci ó n a 

la registrada a los 4 dias, aunque el comportamiento respec to a los 

tratamientos diPiere marcadamente. Es interesante que e n e s te moment o 

el e xtrac ta obtenido del tratamiento con AIB+FG es el que muestra l a 

actividad más baja de AIA - ox, mientras q ue e l tra tamiento c on AHl 

tiene la actividad m~ s alta del 9rupo; hay que mencionar que para e s t e 

momento los tres tratamientos que conten l an FC evidenciaron 

actividades bajas de AIA-ox. 
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CUADRO 2 ACTIVIDAD DE AIA-ox MEDIDA POR CONSUMO DE OXIGENO DE LOS 

EXTRACTOS OBTEN! DOS DE LOS TR.A T AMIENTOS A LOS 4 DI AS 

TRATAMIENTOS ACTIVIDAD DE AIA-OX 

nanornoles de º2/ "'6 d e p r o t e in.u...· rtt t n 1.J. l O 

c f!fi. 52 •, - 5.44 

FG 102. 81 +.- 11. 29 

AIA 137.20 .. - 3.80 

AIB 144. 78 .. - 17, 94 

AIA-+FG 144. 87 +. - 15.13 

AIB+FG 189.25 .. - 13. 09 

- ----- -·----- --

CUADRO 3 ACTIVIDAD DE AJA-ox MEDIDA POR CONSUMO DE OXIGENO DE LO~ 

EXTRACTOS OBTENIDOS DE LOS TRATAMIENTOS A U>S 8 DI AS 

-----------.---------------------- ---·-----·- -· 
TRATAMIENTOS 

c 

FG 

Al A 

AIB 

AIA+FG 

AIB+FG 

ACTIVIDAD DE AJA-OX 

n o.no nu:; l e .5 et*"·, c-i .., . ··m.g ·:.Le p1··c , te t:1a, ·.rrt iniJ 1 -: 

e 

- -------- ·-------- ----

422.08 +, - 29.20 

264.27 .. - 17. 14 

4 31'.. 42 +, - 27.43 

454.07 +. - 11. 2 5 

284.75 +, - u. 01 

262.29 +, - 15.47 



5.3.2.- FORMACION DE OXINDOLES. 

De acuerdo con Basu (1972), el coericiente de extinción del llletilen 

oxindol se encuentra alrededor de 248 nm y por lo que el incremento de 

absorbancia en ese ranso se interpreté como actividad de rormacL.n de 

oxindoles. El cuadro 4 contiene los resultados de rormaci.:>n de oxindoles 

para todos los tratamientos, a los 4 y 8 d~as. En el primer intervalo de 

medición el tratamiento con AIB+FG tiene m'<s unidades de actividad, 

mientras que el testigo es el m.ás bajo. A los 8 d1as. el testigo 

presento la mayor actividad de rormación de oxindoles, mientrac, que el 

caso del AIA+FG el menor, respecto a los otros dos lote~ tratados con 

FG. Hay que notar que al igual que el consumo de ux"geno, la actividad 

de rormación de oxindoles en general aumenta a los 8 d1as en todos los 

tratamientos, excepto el lote de AIA+FG. 

CUADRO 4 ACTIVIDAD DE FORMACION DE OXINOOLES DE LOS ESTRACTUS 

OBTENIDOS DE LOS TRATAKIENTOS A LOS 4 Y 8 DlAS 

1 

4 DIAS 1 8 l>I AS 1 
1 

.L_ __ 

e 5.26 +, - 0.75 13.04 +, - ¿93 

FG 4.95 +, - 0.64 11.40 +, - 2.'30 

AIA 7.25 +, - 1. 08 9.54 +, - 1. t54 

AIB 9.13 +, - 1. 47 11. I1 +, - ¿og 

AIA+FG 10.11 +, - 2.03 B.30 +, - 1. 71 

AIB+FG 11. 21 +, - 1. '36 12.87 +, - 3. 1 '5 
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5. 3. 3. - EFECTO in vi tro SOBRE PEROXIDASA DE RABANO. 

Los análisis espectrofotométricos de la actividad de AIA-ox de 

Peroxidasa purificada de Rábano tipo II realizados pat-a observar la 

desaparición de los sustratos y la apar-ición de 

proporcionaron información acerca del efecto de las 

probadas. 

sustancias 

ORAP'ICA 1 OJ(IDACION Dl:L A.IA POR PltROXIDASA Dlt RAllANO TIPO II 

A.=S:SPKCTRO AL Tl.l:MPO O; B=l:SPECTRO AL TllLMPO 6 MINUTOS: 

1. B 

1.6 

1.' 

1. 2 

1. o 

.8 

.6 

·' 
fil .2 
~ 

L.ONGITUD DIE ONDA 

En la gráfica 1 se observa la oxidación del AIA a trav&s de la 

disminución en los picos de 278 y 284', caracter1stic~ del grupo indol 

y el aumento de absorbancia en el rango de ~0-260 nm, donde el 9rypo 

oxindol tiene su mayor absorbancia. 
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ORA.P'ICA 2 OXIDACION DEL A.IA POa PEaOXIOASA DE RA9ANO TIPO 11 

1. 8 

1. 6 

1. 4 

1.2 

1. o 

.a 

.6 

.4 

.2 

l:N PRESENCIA DIE d f'tl. DI: PIEaOXIDO DI: HIDaOOl:NO 

•=ESPECTRO AL TIEMPO o; ••EmPEC"l"ao AL TJ:ll:MPO es MINUTOS 

&.ONOITUD DE ONDA 

En la gráfica 2,la oxidación de AIA revela.en presencia de per6xi

do de hidr·6geno un aumento lllUY i111POrt.ante en la for-ción de 01<indoles 

y una dis~inución apreciable en los picos caracteristicos del 

indol. 
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OltAFICA 9 OXIDACION DEL AIA POR PEROXIDASA DE RABA.NO TIPO II 

EN PRES: ENCIA DE 100 J-''M DE FO 

A=ESPECTRO AL TJ:ltMPO O; R=ESPECTltO AL TIEMPO 6 MINUTOS 

C/l .2 
~ 

~----~--~--~----~~--~~~--~~~----~~~--~~~__l_J 
230 250 260 270 280 300 

LONO:tTUD Dll: ONDA 

La presencia del FG evidente•ente retrasa la formaci6n 

oxindoles, ya que la absorbancia a 278 y 284 no disminuye mucho 

y sobr-e todo a pesar de que si se aprecia \.rl a~to de absorbanc:ia 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 gr•fica 3 
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OaA.P'ICA '6 OXIDACION DEL AJ:A. POR PEROXIDASA DE RABANO TIPO 11 

EN PRESENCIA DIL lOO µW DE AIR 

A=ESPILCTRO AL TllLWPO o; R=ESPECTRO AL TIEMPO <> MINUTOS 

220 230 24.0 250 260 270 280 290 300 
LONOITUD D~ ONDA 

El AIB tiene un efecto interesante en la reacción de oxidación del 

AJA; la absorbancia en el rango de los oxindoles aumenta sin 

formar pico y en 278 y 284 rw la absorbancia desciende marcadamente c01110 

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

Los efectos, tn vivo e in. uttro, de los tratamientos aplicados a las 

estacas de Pha.seoLus muneo permiten una objetiva discusión acerca de 

la dinámica que sigue la actividad de AIA-ox durante la formación de 

ralees laterales. 

El comportamiento observado en la promoción de ralees laterales 

merece menciones particulares; en primer lugar la débil repuesta que 

el AIA provoca en la rizogénesis es un aspecto que 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 formación de ralees, efecto mediado por la posible 

sintesis de fotosintatos, Jarvis y Ali (1990), que para el caso de 

Phaseolus mun6o seria un aspecto interesante para estudiar. 

Probablemente el tratamiento exógeno con AIA no permite el acceso 

de esta auxina a los sistemas de traslocación especificas de estas 

hormonas, de tal manera que interactuén con las células blanco. Jarvis 

y Shaheed (1966) encentro que la aplicación exó9ena basal de AIB es más 

efectiva para promover la traslocación basipétala del AIA que 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 

AIA-ox es mayor en los tratamientos donde la promoción rizogénica 

también es mayor. Como se puede observar en la gráfica 5, para el 

tratamiento AIB+FG que promueve más rizogénesis que los demás 

tratamientos corresponde también la actividad AIA-ox más alta del 

grupo, la excepción de esta tendencia es el tratamiento AIA+FG el cuál 

con una promoción semejante al control, muestra una actividad de 

AIA-ox mayor. En la misma gráfica 5 se puede observar que al 

intervalo de las B dlas 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 que en 
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GRAFICA No.5 RELACION DE LA RIZOGENESIS 
y LA ACTIVIDAD DE AIA-ox A 4 y 8 DIAS 
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los tres casos de presencia de FG la actividad es baja, sin observarse 

un patr6n que relacione número de ralees con actividad de AIA-ox. De 

este esquema se puede interpretar que no presentan un nivel de 

actividad máximo limite aunque la presencia de FG en los tratamientos 

representa un factor que interfiere para que se alcance el valor 

limite máximo de actividad . 

El au111ento absoluto de la actividad de 4 a los B dias se podria 

entender en función de que existe mayor tejido radicular en el segundo 

intervalo de nEdición, si bien la actividad esta reportada en 

magnitudes especificas, la presencia de isoenzimas con mayor 

actividad de AIA-ox presentes en la raiz son la explicacion a este 

resultado. Como se observa en la figura 1, en la raiz se encuentra 

un patrón diferente al del tallo. El polimorfismo enzimático es un 

fenómeno frecuente y ha sido documentado amplia.ente incluyendo a las 

Pxs, Scandalios(1974). Los patrones isoenzimáticos a los 4 d1as indican 

que en los tratamientos con 111ayor cantidad de ralees, se notaba la 

presencia de isoenzlmas que estaban en el tallo y en la raíz es decir, 

los cambios en los patrones se deben a la presencia de 111ayor cantidad 

de tejido radicular que determina esas bandas adicionales. En este 

punto se debe mencionar que en resultados que na se muestran se 

hicieron extractos de raiz y tallo por separado encontrándose que Ja 

actividad de AIA-ox en la raiz es mayor que la valorada para el 

extracto del tallo, lo cual contrasta con el reporte de Goldberg,R. et 

~¡ (1986), donde se encuentra una reducción en la actividad de AIA-ox 

en dirección basipetalica. Los resultados de actividad de AIA-ox para 

ra1z y tallo que se valoraron para la misma especie en este trabajo, 

indican una variación en la actividad en sentido inverso. 

Las diferencias de isoAIA-ox presentes en la rai z y tallo, se 

pueden entender como expresiones génicas espec1Ficas del lugar 

anatómico que ocupan estas enzimas. Como se comenta al principio, se 

sabe que casi todas las AIA-ox son peroxidasas y las bandas 

diferentes pueden estar relacionadas con otros procesos que tamb1en 

son propios de las Pxs como la lignificación (Huystec, 1987) y la 

producci ón de etileno, que tambien es un compuesto lntimamente 

relacionado con la Formación de ra i ces (Feldaman ,L. 1984). 
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De los registros espectrofotCJlllétrit:os obtenidos, y suponiendo 

una relación proporcional de la absorbancia a 248 rm a la presencia de 

oxindoles, se presume como se mencionó al principio, de las dos vias 

alternativas para la oxidclción del AIA (Grambow y Schlalich, 1983), los 

tratamientos cauzan operación de una ruta metabólica, como se observa 

en el cuadro 4, las mayores actividades de formación de oxindoles 

corresponden a las promociones rizogénicas más altas, sin embargo no 

se reproduce lo ~!SIRO en el caso de los B dias, donde el testigo tiene 

la actividad más alta, Como lo discuten Grambow y Schlalich (1983). En 

la vla de oxidación del AIA, la presencia de Peróxido de hidrógeno 

favorece que se produzcan 

ausencia orienta hacia la 

derivados oxindólicos, mientras que 

formación de productos oxidados 

su 

no 

oxindólicos; por su parte, los fenoles cmiipiten con los derivados 

intermediarios del AIA por el·peróxido de.hidrógeno formado durante su 

oxidación-descarboxilación, por tanto, la presencia de fenoles, 

disminuirla ·1a actividad de formación de oxindoles, ocurriendo como 

resultado una dismimución de la relación de lllás raices-más actividad 

enzimática, relación que si ocurre en la cuantificación al intervalo 

de los 4 dlas ,este efecto se hace más evidente si se observa el cuadro 

4 donde se ve que en los casos de presencia de FG se observan las 

actividades totales más bajas de AIA-ox. 

Una explicación .razonable de la disminución de la absorbancia en la 

región entre los 250 y 260 rm en los ensayos realizados en presencia 

de FG con Peoxidasa de Rábano es la desviación de la via metabulica 

del AIA hacia la formación de Indol Aldehído o Indo! l'lletanol provocada 

por la presencia de un fenal como el FG como reportan Grambow y 

Shwich (1983). En la 9r.d.fica 1 se nota que aún en ausencia de peróxido 

de hidrógeno la reacción conduce a la formación de oxindoles, dado el 

incremento en la absorbancia entre los 250 y 260 rvn. Debe suponerse 

que la reacción podria generar peróxido de hidr~geno mientras el AIA 

se oxida, con la consecuente formación de oxincloles, si bien el nivel 

de este tipo de producto es inferior al obtenido cuando se adiciona 

peróxido. Este mismo proceso se identifica en la gráfica 2 aunque muy 

pronunciado por la presencia de trazas de peróxido desde el 

de la reacción; en tanto que en presencia de FG como lo 
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9r.,f'ica 3, la aparicic~n del pico caracteristico de oxindoles no se 

produce, aunque si hay un leve aumento de absorbancia en el rango de 

250 a 260 nm. Evidentemente, en este caso, la oxidación está desviada 

hacia la via indólica, con una aparente disminución en la velocidad. 

En cuanto a la interesante disminución de los picos del indol en la 

mezcla de AIA+AIB como se nota en la gráf'ica 4, sin la f'ormacicc•n de un 

pico de oxindoles, se podria discutir que existe una metabolismo 

paralelo del AIA y el AIB. Probablemente el AIB compite por el 

peróxido formado por la oxidación del AIA y por eso los oxindoles no 

se f'orman, o bien, el mismo AIA sirve como catalizador de la oxidación 

del AIB al mismo tiempo que los productos derivados del AIB no son 

oxindoles. Este aspecto del metabolismo del AIB requiere mas estudios. 

Si bien Riov y Epstein (1988) reportan Que el AIB es oxidado por 

estacas de f'r ijol mun90, no se han caracterizado ampl i a mente las 

rutas de degradación que si9ue. Con base en datos que no se muestran 

se ha observado, que el AIB al ser incubado en presencia de peroxidasa 

de rabáno, consume oxigeno en un proceso que 

dependiente de peróxido de hidróseno. 

es f'uertemente 

En un intento de integraci0n de los diversos resultados y con la 

intención de f'ormular un mecanismo que describa el f'enómeno observado 

se puede decir que si se supone un nivel infraóptimo de 

llletilen-oxindol(o a¡gun producto de la oxidación del AIA) y en los 

primeros 4 dlas se f'orma m.:.s como resultado de una mayor actividad de 

AIA-ox, se pueden tener· niveles supraóptimos como los con que la 

respuesta se reduce, porque se vuelven tóxicos, pero como explicar que 

que aun bajando esta actividad, AIA+FG con respecto a AIB, el numero 

de ralees es similar. Se desconoce sin embargo que si el consumo de 

oxi9eno se debe a la formación de oxindoles u otros productos de 

oxidación. Lo que si se observa es que el FG determina una reducci~n de 

la actividad de AIA-ox y que el AIB promueve mayor numero de ralees, 

halla o no FG. Esto sugiere una ausencia de una relaci~n estrecha entre 

AIA-ox y rizogénesis, una estrecha correlacian entre AIB y rizo9énesis 

y es de resaltarse también la baja correlación entre el tratamiento 

con AIA y la rizog~nesis. 
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La evidencia de una tendencia de relaci •.'.>n de mayor actividad AIA-ox 

con mayor numero de raices a los 4 dias no se debe aparentemente a que 

la Per·oxidasa active al agente iniciador del proceso, más bien, parece 

ser una consecuencia de este o de un mecanismo para controlarlo. La 

aparición de más 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 exógenamente se puede 

suponer que existen dos fen0menos involucrados. En primer lugar la 

aplicaci ó n exógena de FG disminuye la formaci ó n de oxindoles por tanto 

la a c tividad de AIA ox es má s lenta y aunque no existe un aporte 

externo de auxinas, la misma planta lo sintetiza en sus meristemos 

apicales, por lo tanto en esa primera fase, la formación de ralees no 

e s tan numerosa, sin embargo el aletargamiento en su oxidación da 

lugar a una segunda fase de persistencia del AIA que si bien una de sus 

funciones es la inducción de raices, otra es la elongación célular y 

precisamente la s ralees f'ormadas en presencia de FG tienen esa 

caracter1stica de longitud; es decir el FG podria efectuar su 

sinergismo retardandc la oxidación del AIA y permitiendo su 

acumulaci ó n para un segundo periodo de elof19aCión. El mecanismo 

qulmico que podria explicar la disminución de actividad de AIA-ox 

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 formaci ó n de radicales 

libres, que son intermediarios en la ruta, la simple presencia de 

peró xido de hidrógeno en el proceso hace sospechar esa situación. 

Entonces el FG puede funcionar como un antioxidante al captar los 

radicales libres formados por la disociaci ó n de peró xido de hidrógeno 

y por tanto interrumpir la secuencia de reacciones; él puede funcionar 

como antioxidante ya que posee una estructura quimica apropiada para 

eso, sus tres sustituyentes hidroxi en posición meta recíprocamente 

son una conbinación ideal para captar al radical peroxido y 

estabi 1 izarse asi mismo por la alternante reorganizaci ·~n a su forma 

cetó nica y posterior resonanci a . Una forma esquematizada de este 

efecto antioxidante se puede observar en el esquema 2 . Esta propo -:; icí ·-·•· 

concuerda bien con el espectro de la oxidaci o n del AIA en presenci a 

de FG (gráf'ica :JJ, donde no se da Ja formaci ..'.•n del pico rca rac teristi co 
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aEOPRDANl2AO'IÓM A FOllMA CETON'ICA Y E•TA81L.J:ZAOl6N POR ElillTRUCTUltA& 

alr:SONANTES. 



En relación a la oxidación del AIB, se puede involucrar un efecto 

adicional de los derivados de su degradación que como se mencionó no 

son oxindoles y no requieren oxigeno para su formación, en este caso 

se precisa un analisis adicional de sus derivados, ya que en principio 

su aplicación ex69ena estímula tanto la actividad de AIA-ox como la 

formación de ralees, sin embar90 es probable que no se de su efecto 

precisamente a este nivel de la enzima COlllO lo denuestra la 9rafica 5, 

sino más bien tratar de relacionar su efecto con posibles alternativas 

como la estimulación de la traslocacion de auxinas endógenas , o en 

relación a los gradientes ionices que involucren al Calcio Como 

lo describe Jarvis y Yasmin (1985). 

Finalmente se puede agregar 

ent.re la formación de ralees y 

que 

la 

de las relaciones 

actividad de la 

establecidas 

AIA-ox se 

puede decir que a los 4 dias del corte existe una relación aparente de 

la actividad de AIA-ox y la cantidad de ralees formadas y para los B 

dias no se puede establecer ningun patrón que relacione dichas 

variables, más bien en este momento los niveles de actividad son 

semejantes.independientemente del número de raíces y del tratamiento, 

excepto para los casos en los cuales esta presente el FG donde la 

actividad es apreciablemente menor. Par tanto, si es 

relación entre esas dos variables dicha relación 

que 

debe 

existe 

seguir 

una 

una 

dinámica que invo¡ucre más elementos de los valorados como: una 

distinciun entre la.s funciones de la actividad de la AIA-ox para un 

efecto de inducción de rizogenésis o un efecto de elongación; por otra 

parte consideraciones adicionales sobre los estados del desarrollo 

de la planta y de los tejidos radiculares en si mismos en intervalos 

que consideren variaciones en el orden de horas sobre la re9eneración 

del sistema radicular y finalmente experimentos adicionales que tengan 

mejor resolucion sobre la direcci n que sigue el metabolísmo 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 AIA-ox con 

la formación de rdices laterales sin embargo no se considera 

concluyente la exclusi..:.on de dichas variables. m:.s bien indican que 
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como deberia de esperarse, la relación se establece en los primeros 

momentos; a los 4 dias o antes, que es cuando precisamente se da la 

difercf!ciación hacia ra1ces, en ese sentido se considera importante 

la oxidación de AIA y pur tanto; es un argumento que se suma a los 

numerosos escritos que reconocen un legitimo signif'icado f'isiulógico 

de la oxidación del AIA. Sondheimer y Grifin (1960), Huytec (1387) y 

muy recientemente Pressey (1990) discuten con mucha objetividad y con 

poca vision integradora los elementos que contrastarian la relaci-:On 

descrita arriba. Sin embargo un f'enómeno que correlaciona dichae> 

variables en f'orma importante, no puede ser resultado de una 

casualidad artificial. La abrumadora cantidad de informaci-'n que se ha 

publicado en ese sentido asi lo indica y el presente trabajo es una 

modesta contribución a tan f'ormidable labor de convencimiento. 
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7- CONCLUSIONES. 

Resumiendo los resultados del presente trabajo, se puede decir lo 

siguiente: 

- De los tratamientos aplicados, la combinación AIB+FG muestra el mayor 

efecto promotor de formación de ralees adventicias. 

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

de raiz y tallo. 

-- Las di f'erencias de patrones de AIA-ox entre los tratamientos se 

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

- A los 4 dias del corte s.e corresponden en general un mayor núnero 

de ralees con una mayor actividad de AIA-ox, mientras que a los B dias 

los niveles de actividad de AJA ax son semejantes independientemente 

del número de ralees; excepto en los casos donde el tratamiento 

incluy6 FG, donde la actividad fue menor. 

- El FG en el tratamiento provoca disminución en la actividad total de 

AIA-ox, pero no impide la formación de oxindoles cuando las raices 

ya estan formadas. 

- El FG inhibe la formación de oxindoles en la reacción de AI~-ox de 

Peroxidasa Purificada de Rábano Tipo II . 

.. El AIB se degrada en un proceso que no forma oxindoles y que es 

fuertemente dependiente de peróxido de hidrógeno y oxigeno. 
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