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RESUMEN

Las auxinas son hormonas vegetales empleadas en el enraizamiento de diferentes
cspecies vegetales. Se han realizado diferentes trabajos empleando a las auxinas como
agentes enraizadores, sin embargo, no s¢ han realizado trabajos que involucren al
metabolismo mitocondrial, como parte del mecanismo de accién de las auxinas. Por lo que
en el presente trabajo se pretende caracterizar el efecto de 5 compuestos con actividad
auxinica (AIA, ANA, AIB, 2,4-D y DCP) sobre la respiracién mitocondrial en hipocotilos
de frijo] mungo Vigna radiata como parte de su mecanismo de accion. Para llevar a cabo
este objetivo se determinaron los parémetros cinéticos de la respiracién, con electrodo de
Clark, la absorcién del citocromo b por especiros diferenciales, ia respiracidn del citocromo
¢ con el donador de electrones TMPD especifico para este citocromo y la determinacién del
potencial de membrana con safranina. Los resultados muestran que los pardmetros
cinéticos de la respiracién se modifican en forma poco significativa en presencia de los
compuestos con actividad auxinica. Por otro lado las actividades parciales del citocromo b y
citocromo ¢ muestran efectos importantes a concentraciones muy elevadas; siendo el
potencial de membrana interna mitocondrial €l pardmetro que se afecta de manera més
importante, ya que 2,4-D, AIA, ANA y AIB tienen efectos menos intensos pero
significativos, mientras que el DCP abate los niveles del potencial generado hasta un 95 %.
De o anterior podemos concluir que el mayor efecto lo abservamos sobre el potencial de
membrana interra mitocondral, ¥ que las auxinas AIA, ANA y 2,4-D no muestran efectos
significativos sobre la actividad del citocromo b y citocromo ¢. Por ultimo el compuesto
con mayor actividad desacoplante es el DCP.



III. INTRODUCCION

El acido indolacético (AIA) fue la primera hormona vegetal usada en el
enraizamiento por Cooper, en mil nuevecientos treinta  y cinco. En el mismo afio
Zimmerman y Wilcoxon descubrieron que varias auxinas sintéticas enire ellas el acido
indolbutirico AIB, también promovian el enraizamiento. Se han realizado varios trabajos a
partir de este descubrimiento, encontrandose en la mayoria de los casos, un incremento en
el nimero de raices formadas al fratar estacas de plantas con auxinas (Alvarez et al, 1989,
Bachelard y Stowe, 1963; Batten y Goodwin, 1978; Blakesley er af, 1991; Bose et al, 1972;
Eliasson y Arebald, 1984; Gorter, 1969; Haissig et al, 1992; Hartman y Kester, 1983;
James, 1983a; Jarvis y Booth, 1981, Jarvis y Shaheed, 1986; Nordstrm ef o/, 1991). Se han
cstudiado muchas sustancias que se comporfan como auxinas come los 4cidos,
indolpropiénico (AIP), naftalenacético (ANA), benzofurano acético, diclorofenoxiacético
(2,4-D} y 2 metil-4 clorofenoxipropiénico (MCFPP). El menos estable es el AIA (Bachelard
y Stowe, 1963}, el mis efectivo para estimular el alargamiento, al menos en cereales, es el
MCPP {Sanchez de Jiménez et al, 1981) y los que promueven con mayor eficiencia la
formacion de raices adventicias son el AIB y el ANA (Alvarez et al, 1989). Hasta ahora no
se ha planteado una explicacidn con soporte experimental suficiente para conocer cédmo las
auxinas estimulan la formacién de rafces advenficias. Entre otras altemativas para
aproximarse a este conocimiento, se han analizado las diferencias en la capacidad
promotora en diferentes auxinas, la actividad de sistemas que influyen sobre la
concentracién de auxinas en diferentes tcjidos (sinfesis, degradacion, conjugacién,
transporte), sin embargo, a pesar de que se ha demostrado en la respuesta de alargamiento ia
participacién de ATPasas e protones que consumen ATP y en vista de que puede
suponerse una relacidn entre los procesos que conducen a la formacion de intermediarios de
alta energia y los que demandan a estos intermediarios, como la multiplicacion, arregle y
crecimiento de tejidos, en esta tesis se estudié la posible relacion de ambos fendmenos a
través de los efectos de cuatro auxinas y un compuesto fendlico sobre {a respiracion en

mitocondrnias aisladas.



IV. ANTECEDENTES

1V.l Marco conceptual de auxinas

Se ha propuesto que la mayor estimulacién que promueven el AIB y el ANA puede
deberse a la carencia de una maquinaria enzimatica para su degradacién, sin embargo, Riov
y Epstein (1988) mostraron en Phaseolus mungo* que las velocidades de degradacion del
AlA y el AIB son semejantes, aunque se encuentran diferencias en los productos que
resultan de ésta. Pefialosa (1998) reporta que existe una auxina oxidasa en el apoplasto de

hipocotilos de frijol mungo con una Km menor para el AIA con respecto ala de ATB.

Fn cuanto a la biosintesis y distribucién de las auxinas, se sabe que estas se
producen en los dpices y son transportadas polarmente, en direccién basipétala (Eliasson,
1972) con gasto de energia, la mayor parte de ellas se mueve longitudinalmente, y solo muy
pequefias cantidades son translocadas lateralmente. el aumento en la velocidad de transporte
correlaciona con la promocién del crecimiento. En contraste, las auxinas aplicadas
exdgenamente se mueven principalmente en direccién acropétala, sin que para este
movimiento exista gasto de energia, llevindose a cabo como resultado del movimiento del

agua por la transpiracion (Hoard ef al,1971).

Las auxinas entran a las células porque son acidos débiles lipofilicos permeables a la
membrana (Sitbon y Perrot-Rechemann, 1997). El transporte transmembranal del ATA es
ademas catalizado por acarreadores especificos de incorporacién y de eflujo para aniones
del AIA (que es la forma mas abundante en el citosol) (Goldsmith, 1977 Delbarre et al,
1996). La proteina involucrada en el control del eflujo de suxinas es el receptor para el
4cido naftilftalimico, que es una proteina integral (Bernasconi ef af, 1996) y que s¢ ha
relacionado con el transporte polar de las auxinas a mvel de toda la planta, mientras que la

funcién del acarreador de infiujo es ain desconocida (Delbarre ef al, 1996).

*Existe sinonimia de esta especie con Vigna radiata y Phaseolus aureus
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La polaridad caracteristica del transporte de auxinas resulta de diferencias en la
actividad translocadora de AIAH y de AIA" por parte de las regiones de membrana .
plasmética de cada extremo de las células que transportan esta auxing (Wilkinson y Morris,
1994). Estas diferencias se atribuyen a la asimetria en la distribucion de acarreadores que

provocan el eflujo de auxina (Allan y Rubery, 1991).

Las anxinas como el AIA no se encuentran solamente en forma libre en las plantas,
sino también en forma de diferentes complejos que por cierfo son extremadamente labiles.
La mayor parte del ATA producido en las plantas se encuentra conjugado en dos formas
generales: conjugados con azicares mediante enlaces éster y conjugados con aminoécidos o
péptidos mediante enlaces amida, siendo estos (ltimos los mas abundantes en las
dicotileddneas {Campanella ef al, 1996). Entre los conjugados pueden mencionarse; AJA
unido a proteinas, ATA-glucosa, AlA-aspartico e indolacetamida, ademds, se reportan

conjugados de AIB, AIP y 2,4-D con el 4cido aspértico (Thimann, 1965).

IV.II Marce conceptual de mitocondrias,

El nimero de mitocondrias por célula es relativamente constante y caracteristico
para cada tipo determinado de célula. Las células vegetales pueden llegar a tener cientos de
cllas (Salisbury 1991). Las mitocondrias se hallan frecuentemente localizadas en lasg
proximidades de las estructuras que precisan ATP, producto principal de su actividad
bioquimica, o cerca de una fuente de combustible, de la cual dependen. La membrana
interna de las mitocondrias hepaticas contienen al menos 60 proteinas diferentes con
actividad biologica, incluidas en un sisterna de bicapa fosfolipidica. Entre ellas se
encuentran las enzimas y proteinas del transporte electrénico, las enzimas implicadas en la
sintesis de ATP, diversas deshidrogenasas, asi como [os componentes proteicos del sistema

de transporte de diversos metabolitos (Moore y Siedow, 1991).



La figura 1 muestra un esquema del transporte electrénico de la cadena respiratoria
cl cual esta acoplado a la produccidn de energia que da por resultado la formacion de ATF a
partir de ADP y fosfato, a expensas del gradiente electroquimice generado por el transporte
electrénico hasta el oxigeno. El transporte electrénico desde el NADH hasta el oxigeno es
la fuente directa de la energia utilizada para la fosforilacién acoplada del ADP. Existen tres
zonas en la cadena en las que se producen descensos refativamente grandes de energia libre,
cada una de los cuales es lo suficientemente grande como para aportar la energfa necesaria

para la sintesis de ATP (Morre, ef @/,1978).

Para evidenciar la generacion de un potencial que aporte la energia necesaria para [a sintesis

de ATP se utilizan colorantes como la safranina (Moore y Bonner, 1982),
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FIGURA 1.- Esquema general de la cadena respiratoria y el acoplamiento de la

fosforilacién oxidativa.



La reaccién global para la fosforilacién de la cadena respiratoria indica que el
fosfato y el ADP son necesarios para el proceso de transporte electronico desde el NADH
hasta el oxigeno. Cuando solo falta ADP en el medio, la velocidad de respiracidén
disminuye y no se produce fosforilacién debido a la inexistencia del aceptor del fosfato,
esta situacidn se conoce como Estado 4 de la respiracién. Al afiadir una cantidad conocida
de ADP a este sistema, el consumo de oxigeno experimenta un incremento hasta un valor
maximo; comrelativamente, se observa que el ADP afiadido se fosforila y rinde ATP, este
estado recibe el nombre de respiracién activa, o Estado 3. Cuando todo el ADP es
fosforilado la velocidad de consumo del oxigeno desciende, y vuelve a la velocidad del

Estado 4 {Douce, et af, 1987). Figura 2.

El Control Respiratorio es la relacidn entre la velocidad de respiracién de la
mitocondria en presencia de abundante ADP y la velocidad de respiracién en ausencia de
ADP. Esta relacion puede ser elevada cuando las mitocondrias estin intactas obteniendo
valores mayores de 3. Cuando estin lesionadas o envejecidas pierden su capacidad de
fosforifar el ADP y la relacién puede ser igual a 1 (Douce, 1987) Figura 2. La relacion que
existe entre ADP/O es la medida del ADP fosforilado con respecto a fa cantidad de oxigeno

consumido, durante la fosforilacidn.
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Figura 2.- Trazo tipico para la determinacién del efecto de los compuestos auxinicos sobre

los parametros respiratorios de Edo. 3, Edo. 4, ADP/O y CR.

Los inhibidores juegan un papel importante en la formulacién de las teorias de la
fosforilacién oxidativa, la elucidacién de los transportadores electrénicos y la via de
generacion de ATP. Los inhibidores se clasifican de la siguiente maners { Moreland, 1980).

a) Inhibidores del transporte de electrones. Se caracterizan por su habilidad para
interrumpir e} flujo de electrones en algun punto de la cadena respiratoria, actuando en uno
de los complejos (Rotenona, Amital, Antimicina, Azida entre ofros).

b) Agentes desacoplantes. Son bases o dcidos débiles lipofilicos, evitan [a
fosforilacién del ADP sin interferir con el transporte electrénico promoviendo la disipacion
del gradiente de energia generada por el transporte electrénico, (Dinitrofenoles, 2-azido-4-

nitrofenol y 2-nitro-4-azido carbonilcianuro).



¢) Inhibidores de transferencia de energia. Los compuestos de este grupo inhiben el
estado 3 de la respiracién. Se considera que se combinan con un intermediaric que acopia la
energia generada en la cadena con la sintesis de ATP. La oligomicina inhibe la sintesis de
ATP por la unién en la subunidad F,, de modo que interfiere con el transporte de H' a

través de F. -

d) Inhibidores desacoplantes. Estos actGan en varios sitios de la cadena respiratoria
interfiriendo con la generacion de ATP por la estimulacion de la respiracién en el estado 4
con malato, succinato y NADH como substratos (Tetrametil-p-fenilendiamina ( TMPD );
1,2,3-tiadiazolyl-fenilureas y algunos de los Acidos fenoxialcano carboxilicos (incluyendo

al 2,-4-DB)) (Moreland, 1980).

A concentraciones apropiadas, los desacoplantes clasicos, impiden la fosforilacion
del ADP sin interferir con el transporte electrénico. En general algin compuesto que
promueve la disipacién de [a energia generada por el transporte electrénico, puede ser
{lamado desacoplante, este tipo de compuestos incrementan el consumo de oxigeno en
mitocondrias altamente acopladas por la eliminacidon de la influencia reguladora

normalmente gjercida por Pi y ADP. (Moreland, 1980).

Muchos factores pueden influenciar la respuesta de las mitocondrias vegetales. La
fuente de la que se aislan las mitocondrias (especie, tejido y edad); la composicion de la
mezcla de reaccidn, el substrato oxidable, el solvente del inhibidor, la concentracion final
del solvente en la mezcla de reaccion, y el tiempo que transcurre desde que se obtiene ia

muestra hasta que se utiliza (Moreland, 1980).

Existe informacidn limitada sobre el efecto de los herbicidas y de compuestos con
actividad auxinica en sistemas metabdlicos a nivel celular y molecular; en reacciones
asociadas a cloroplastos, en respuestas mediadas por mitocondrias y con respecto a sus

interacciones con la membrana.



IV.III Relacitn entre mitocondrias y auxinas

En la actualidad la relacion entre las auxinas y las mitocondrias ha sido poco
estudiada, encontrando como antecedentes algunos trabajos realizados con compuestos
auxinicos y herbicidas enlistados a continuacidn: el trabajo realizado por Mannella, {1978),
en el cual observan una inhibicion de la NADH deshidrogenasa de 1a membrana externa
mitocondrial de Solnanum tuberosum por el 2,4-Diclorofenoxiacético el cual tiene su efecto
a niveles inferiores de 0.2 mM de NADH, mientras que al incrementar los niveles la
actividad se recupera. Ademas el 2,4,5-Triclorofenoxiacético también presenta un efecto
inhibitorio en papa (Solanum tuberosum) y frijol mungo (Phaseolus aureus) y por otro lado

cuando se aplica AIA no se observa el efecto de inhibicion (Mannella, 1978).

Roussaux, (1985), observo el efecto de varios compuestos derivados de adenina y
algunas auxinas, como el dcido triyodobenzoico (TIBA), 2,4-D y [a cloro piridilfenilurea
{CPPU), en la oxidacién de succinato y malato en mitocondrias aisladas de tubéreulos de
papa fresca (Solanum tuberosum), encontrando que los derivados de adenina tienen un
efecto inhibitorio a conceniraciones de 5 a 10 veces menores que las auxinas en la
axidacién de succinato, y sin cambios en la fosforilacion, mientras que, con TIBA v 2,4-D
disminuye la relacién ADP/O. Ningin derivado de adenina muestra cambios en la
oxidacion de malato, en cambio las fitchormonas muestran potente actividad inhibitoria,

principalmente TIBA y CPPUL

Pireaux, (1990), observd el efecto que tiencn dos compuestos herbicidas llamados
inhibidores desacoplantes de la via del transporte de electrones, sales de amonio (AACL 6)
y un herbicida 2,4-D sobre mitocondrias de papa (Sofanum tuberosum) vieja vy fresca. Ya
que las mitocondrias pueden ser un posible blanco de estos compuestos. Se observd el
efecto de estos compuestos sobre el citocromo y la via altema, enconirando que estd ultima
mostré més resistencia a AACL 6 gque la via del citocromo. En contraste el 2,4-D

rapidamente puede inhibir la via alterna.



Demos, ef al {1975); examiné el efecto de 10 compuestos fendlicos sobre el
crecimiento de hipocotilos y metabolismo mitocondrial de frijol mungo (Phaseolus
aurens). Los 4cidos tanico, p-cumarico y genfisico tienen un efecto inhibidor del
crecimiento de hipocotilos, inhiben la respiracion y disminuyen el control respiratorio,
ademas de impedir la absorcién de Ca?* y el transporte de fosfato PO3-. El &cido vanilico
también inhibe ef crecimiento de los hipocotilos y reduce la entrada de Ca?* a la
mitocondria, pero no afecta la respiracion ni ¢l control respiratorio. Este es el primer
compuesto reportado que inhibe la entrada de calcio a la mitocondria, Dos compuestos
fendlicos (particularmente el acido protocatéquico) no muestran un efecto significativo en
el crecimiento de los hipocotilos y no afectan la fosforilacién oxidativa. Existen 3
comptiestos (acide fenilico, cido cafeico y 4cido p-hidroxibenzoico) que promueven una
reduccién muy significativa en el crecimiento de los hipocotilos y algunos de ellos no
inhiben los procesos que se llevan a cabo en las mitocondrias, En conclusién, los
compuestos fendlicos que alteran la respiracién en las plantas o en mitocondrias aisladas

también inhiben el crecimiento de los hipocotilos.

Morté, et al, (1995); observd la actividad de NADH oxidasa de vesiculas aisladas de
membrana plasmatica de frijol de soya (Glycine max) y el crecirniento por alargamiento en
segmentos de hipocotilos de 1 cm de largo, encontrando que estas variables fueron
estimuladas por las auxinas ATA y 2,4-D. La estimulacion inducida de la actividad de la
NADH oxidasa y el crecimiento, fueron inhibidas por los reactivos de thiol N-etilmaleimida
(NEM), p-cloromercuricbenzoato (PCMB), 4acido 5,5-ditiobis(2-nitrofenilbenzoico)
(DTNB), ditiotreito] y glutation reducido, todos ellos agentes que bloquean grupos SH;
ademés de que el NEM, PCMB y el DTNB no tienen efecto inhibidor sobre la NADH
oxidasa. Con respecto al crecimiento, el 2,4-D lo induce y en prefratamientos con NEM,
PCMB y DTNB es estimulado ligeramente. En presencia de ditiotreitol o glutation
reducido, ambos acidos, el AIA y 2,4-D pueden estimular ¢ inhibir fa actividad de NADH

oxidasa segiin la concentracidn de cada una.



Los resultados demuestran una diferencia fundamental entre el estimulo de la actividad de
la NADH oxidasa por las auxinas y la actividad constitutiva de la NADH oxidasa, que
sugiere la participacién del sitio activo del tiol en el estimulo de la auxina pero no en Ila

actividad constitutiva.

Wilson, ef ai, (1991), realizé bicensayos con diferentes sustancias vadando la
concentracion de catecol, fenol, scido indol 3 butirico(AIB), mezcla de giberclinas {G),
HCI, NaOH, polietilenglicol (PEG) y NaCl observando que a medida que aumenta su
concentracién inhiben la rizogénesis v tienen un efecto letal. Sin embargo, provocan una

promocion de la rizogénesis del 90 al 95 % a concentraciones bajas,

Existen compuestos que actiian en combinacién con las auxinas potenciando la
respuesta, de ahi el termino que se les da de sinérgicos. En estudios realizados con frijol
mungo, se ha encontrado que el requerimiento estructural para gue un compuesto fenolico
estimule ef enraizamiento, es que posez una sustitucidn orto- de grupos hidroxil y una
posicién para- libre-. Riov {1989), observé que el icido 3,5-dihalo-4-hidroxibenzoico y el
icido 2,4-dinitrofenol incrementan de manera importante la formacidn de raices adventicias
en frijol mungo. Estos compuestos comparten con las auxinas la promocidn de rafces
adventicias, pero ademds actian como desacoplantes de la respiracién mitocondrial. El
acido 4-hidroxibenzoico estimula el enraizamiento a concentraciones elevadas, el 3,5-
dicloro-4-hidroxibenzoico tiene una actividad intermedia, mientras que et 3,5-diyodo-4-
hidroxibenzoico tiene una mayor actividad, estos dos compuestos estimulan el
enraizamiento con y sin auxina. El dcido salicilico tiene un efecto menor en la estimulacion.

En el trabajo realizado por Sanchez, (1996), se observa un efecto de inhibicion de 1a
velocidad del estado 3 al aplicar in vitro AIA y AIB. El AIB ocasiona una mayor
disminucidn en ka velocidad del estado 3 a una concentracién delQ0 pM. Al explorarse el
efecto de las auxinas en la velocidad del estado 4 se observa un incremento en el consumo
de oxigeno. Reportando a estas auxinas como inhibidores de la respiracién en el estado 3 y

desacoplantes de la respiracion en el estado 4.

il



De acuerdo a los antecedentes mencionados y ante la falta de estudios que
proporcionen evidencia de la relacion entre el metabolismo mitocondrial y la accidn de las
auxinas en la estimulacidn de la formacion de raices, en el presente estudio se pretende
caracterizar el efecto de AIA, AIB, ANA, 2,4-D v el 2,4-Diclorofenol (DCP) sobre los
componentes de la cadena respiratoria en mitocondrias aisladas de frijol mungo {(Vigna

radiata).
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V. OBIJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de AlA, AIB, ANA, 24-D y DCP sobre la respiracion

mitocondrial de frijol mungo {(Vignw radiata) in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Determinar el efecto de ATA, AIB, ANA, 2,4-D y DCP scbre la respiracion en

estado 3, la respiracién en estado 4 y la fosforilacién oxidativa.

-Determinar el efecto sobre el Citocromo b mediante el analisis de espectros

diferenciales.

-Determinar ¢l efecto sobre el Citocromo ¢ mediante el donador de electrones

T™PD.

-Determinar con safranina el pofencial transmembranal en mitocondrias para
observar el efecto desacoplante y la generacién de la energia necesaria para la sintesis de

ATP

13



VI. MATERIALES Y METODOS

VI.E GERMINACION Y OBTENCIGN DE PLANTULAS

Se desinfectaron semillas de frijol mungo (Figna radiara) con hipoclorito de sodio
al 4% durante 30 minutos. Se favaron varias veces con agua destilada y se mantuvieron en
aguna corriente durante 24 h. Se germinaron en una palangana de 50 x 40 cm, con 5 cm de

espesor de agrolita saturada con agua destilada durante 72 h. a 30 °C en obscuridad.
VI.II OBTENCION DE FRACCION MITOCONDRIAL

Se aislaron las mitocondrias por el método de Bonner, (1967) con algunas
modificaciones. Se retiraron las plantulas de la agrolita, obteniéndose los hipocotilos y
desechando la rajz cortando a 1 cm por debajo del node cotiledonar, Se homogeneizaron
100 g de hipocofilos durante 8 seg en una licuadora con 130 ml de medio de
homogeneizado (el cual consistié de: Manitol 0.3 M; EDTA 2 mM; Cisteina 4 mM; BSA
0.1 % y PVP inseluble 0.1 % a pl{ 7.4). El homogeneizado se filtrd a través de 5 capas de
gasa ajustando el pH a 7.4 con TRISMA, el filtrado se centrifugd en cenirifuga refrigerada a
4°C, a 1,500 x g. durante 10 min, posteriormente se deseché Ia pastilla v el sobrenadante se
volvid a centrifugar a 12,100 x g. durante 10 min, seguido de esto se deseché el
sobrenadante y la pastilla se resuspendid con 2 ml de medio de lavado (el cual consistio de:
Manitol 0.3 M; EDTA 1 mM; BSA 0.1 % a pH 7.4) se llevd a un volumen final de 25 ml
para centrifugarlo a 9,800 x g durante 10 min, finalmente todas las pastillas se
resuspendieron €n un volumen total de 1.5 ml de medio de lavado constituyendo ésta la
fraccion mitocondrial. La concentracién de protefna mitocondrial se determind por el
método descrito por Bradford (1976), utilizando albumina de suero de bovino (BSA) como

estandar.



V1.III DETERMINACION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL.

El consumo de oxigeno se siguié polarogrificamente con un electrodo Clark, a 30°
C con agitacién en la celda de 200 rpm. Los estudios de respiracién se realizaron
empleando 0.9 ml de medio de reaccién conteniendo: Manitol 0.3 M, KH2PO4 10 mM,
MgClp § mM y KCI 10 mM, pH 7.2 TRISMA (Bonner, 1967). Al medio de reaccidn se le
adicionaron de 400 a 600 ug/ml de poteina mitocondrial, 400 pM de NADIL, y 100 uM de
ADP.

El efecto de las auxinas sobre el transporte de electrones mitocondrial, fue analizado
en los estados respiratorios 3 y 4, titulando con AlA, AIB, ANA, 24D y DCP en un

intervalo de concentracién de 100 a 500 M.

VLIV OBTENCION DE ESPECTRO DE ABSORCION DEL CITOCROMO b

La obtencién del espectro del Citocromo & se Hevd a cabo de acuerdo al método
descrito por Douce et af, (1978} con algunas modificaciones las cuales se describen a
continuacién. Se trazé una linea basal del citocromo en estado oxidado posteriormente se
adicionaron 400 pM de NADH para reducir al citocromo y obtener el espectro reducido en
medio con: 1 mi de glicerol, 1.5 ml de medio de reaccidn para mitocondrias anferiormente
descrite, §.7 m! de fraccién mitocondrial (de 280 a 42¢ pg/ml) 30 pl de antimicina A a una
concentracién de 500 ug/ml de etanol para guedar a una concentracién final de 5 ug mi-1,
Para observar si los compuestos tuvieron un efecto sobre el citocromo b estos se aplicaron a
una concentracién final de 166.6 uM. El citocrome b fue sometido a un barrido de 400 a

600 pm en un espectrofotdmetro de doble haz Perkin-Elmer modelo Lambda 2.



VLV DETERMINACION DE LA DE RESPIRACION DEL CITOCROMO ¢

Para la obtencidn de la velocidad respiratoria del Cifocromo ¢, se siguid
polarograficamente en electrodo de Clark . El medio de reaccidn para lievar a cabo la
reaccion fue el mismo que se empled para determinar los pardmetros cineticos de la
respiracion, solo que en este caso no se adiciond el NADH como sustrato ni ADP como
agente aceptor del fosfato sino que solamente se agregaron al medio de reaccidn, las
mitocondrias v TMPD como el donador de electrones para el Citocromo ¢ a una

concentracidn de 10 uM.

VLVI DETERMINACION DEL POTENCIAL TRANSMEMBRANAL CON
SAFRANINA.,

Se colocaron en una cubeta 2.5 ml de medio de reaccidén para mitocondrias
anteriormente descrito y se adiciond rotenona 1 pM y safranina 16 puM. El trazo se inicid
con la adicion de las mitocondrias quedando a una concentracién final aproximada de 400 a
600 pg de Prot. ml', se esperaron 5 minutos para que las mitocondrias consumieran los
substratos endégenos, y se adicionaron 400 pM de NADH, se esper6 a que se formara el
potencial, posteriormente se adicionaron 300 uM de ADP para promover [a utilizacién del
potencial por la ATP sintetasa; una vez que el potencial se recuperd, se adiciond CCCP a
una concentracién final 1 uM para colapsar el potencial y obtener la absorbancia minima.
Los compuestos auxinicos se adicionaron despues de la formacidn del potencial por la
adicon de ADP. Los cambios en el potencial transmembranal se reportaron como un
potencial generado en mV (Ay) (Moore, ¥ Bommer, 1982). Lo anterior se realizé con un
espectrofotometro de doble rayo AMINCO DW 2000 con una primera longitud de onda de

51} nm y una segunda de 533 nm.
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VII RESULTADOS

En el presente trabajo se evaluaron los parimetros cinéticos de la respiracion en
mitocondrias imtactas; y la actividad parcial del citocromo b y citocromo ¢. Los resultados
que a continuacién se describen, fueron seleccionados como experimentos tipo representativo
de un minimo de 2 ensayos y en los casos donde se indique se muestran como el promedio de
las repeticiones realizadas. La descripcién y discusién de estos resnltados hace enfasis en el
efecto comparativo entre las auxinas evaluadas.

En la grifica 1 podemos observar que el efecto producido sobre la velocidad de
conswmo de oxigeno en estade 3 por los cinco agentes evaluados muestran un
comportamiento constante, donde la tasa de respiracién no registra variaciones significativas
en el intervalo de concentraciones de 0 a 500 pM. En particular el 2,4-D no modifica
significativamente la tasa de respiracién en Edo. 3 hasta 400 pM, por encima de esta
concentracién se registra una disminucién de 13 % sobre la velocidad. Por su parte el AIA,
AIB y ANA no ejercen modificacién alguna sobre el Edo. 3 aun a concentraciones de 500
M. Finalmente, ¢l DCP tiene un efecto inhibidor sobre la velocidad del Edo. 3,
disminuyendo de 122 a 94 nmoles O2/min. mg Prot. a 100 pM que representa un descenso de
22.95 %.

130 | oo R E TR
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nmol 02/ min. mg Prot.
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¥ . O 1
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{=2,4-D +AIB +«AIA =DCP -X-ANA'

Grafica 1.- Efecto de los compuestos sobre el estado 3 de 1a respiracién, 1a aplicacion de los

compuestos estd descrita en la parte métodologica.
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En relacidn al efecto de las auxinas sobre el Edo. 4 se puede observar (gréfica 2)
que existe una tendencia general de incrementar la tasa de consume de oxigeno pasiva. El
compuesto que presenta el mayor efecto es ¢l DCP, ya que como se muestra en la gréfica se
incrementa la velocidad en un 338.4 % de 0 a 500 pM; por su parte el AIA estimulade 33 a
79 nmoles de O,/min. mg Prot. (139.4 %) a 500 uM. Finalmente el AIB, 2,4-D y ANA
registran un incremento en la respiracion de 35.71 a 43.65; de 35.71 2 47.62 y de 45 a 68
nmoles de O2/min mg Prot. lo que representa un 22.2, 33.35 y 51 % para cada compuesto

respectivamente.
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Grafica 2.- Efecto de los compuestos sobre el estado 4 de la respiracién. Los resultados
mostrados proceden de un experimento, sin que existan diferencias significativas con
respecto a lo obtenido en cualquiera de los 2 ensayos realizados. Las escalas a izquierda y
derecha buscan facilitar la comparacion de los efectos de los diferentes tratamientos.



En relacion a [a evaluacién del efecto de las auxinas sobre el control respiratorio, a
conlinuacion se presentan los resultados obtenidos. En primer lugar se debe mencionar que
los registros iniciales de contro! respiratorio caen en un rango que es satisfactorio tomando
en cuenta la integridad mitocondrial que se espera en extractos de plantas (C.R=2 a 2.5).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con la ligera disminucién de la
velocidad del Edo. 3 y el marcado inctemento de Ia tasa de consumo de oxigeno en ¢l Edo 4
el contro] respiratoric se abate significativamente para la cinco auxinas evaluadas. Fn la
grafica 3 se puede observar que el valor mas bajo del conirol respiratorio se registra con el
tratamiento de DCP, el cual disminuye el C.R. de 2.6 a 0.52 {80 %) a una concentracién de
200 pM; por su parte el 2,4-D disminuye el C. R. de 2.1 a 1.33 (36.6 %) a una
concentracién de 500 pM, el AIB también reduce el C. R. de 1.8 2 1.5 (16.6 %), el ANA de
24a1.67(30.4 %) yel ATAde2.52a 1.01 {59.6 %).
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Grafica 3.- Efecto de los compuestos sobre el control respiratorio ( C.R.)
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En relacidn al efecto de las auxinas sobre la relacidn  ADP/O (grafica 4) se observa
una tendencia general a mantener constante sus valores en presencia de los 5 tratamientos y
en ¢l rango de concentraciones evaluadas de 0 a 500 uM. Como se puede observar en la
grafica 4 los valores de la relacién ADP/O oscilan entre 1.5 y 2 moléonlas de ATP
producidas por cada atomo de oxigeno reducido. Dado que los experimentos son
dependientes, no se parte de un valor inicial tnico de relacion ADP/O para todos los
casos, por lo cual las variaciones entre experimentos o entre tratamientos, estan dadas por el
diferente origen de la muestra, sin embargo, en los diversos experimentos se aprecian las

mismas tendencias, al variar la concentracion de cada agente.

2.5 j

ADP/O
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Grafica 4.- Efecto de los compuestos sobre la relacion ADP/O
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En los resuitados referenfes al posible efecto sobre el citocromo &, por los
compuestos con actividad auxinica, como se ilustra en la grafica 5. Se obtiene que no existe
disminucién de ninguno de los picos de! citocromo b al aplicar estos compuestos, esto
sugiere que ninguna de las auxinas ejerce su efecto sobre esta enzima. Al comparar cada
espectro diferencial en presencia de las auxinas y el DCP no se registran diferencias
realmente significativas en la presencia o intepsidad de los picos, lo cual sugiere que no
mntervienen en la reduccidn del citocromo &. Al observar la grafica con los especiros
nofamos que existen diferencias en la absorbencia de cada espectro, esto probablemente se
debe a la concentracién de proteina mitocondrial, ya que todos los experimentos son
independientes. La concentracién de hormona que se utilizé para cada uno de ios espectros
fue de 500 pM
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Grafica5.- Efecto de los compuestos auxinicos sobre los especiros
de absorcion del citocromo b
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El estado de oxidorreduccion del citocromo b puede registrarse a través del patrén
de absorbencia en ciertas regiones del espectro. En particular, en los intervalos de 551.5 a
570 y de 419 a 439.1 en la grafica 6 tenemos los valores calculados de 4rea bajo los picos
en el rango de 551.5 a 570.2 nm para el pico 1 y de 419 a 439.1 nm para el pico 2 del
citocrome b, 2 los diferentes tratamientos probados . Estos valores de 4rea fueron
calculados con el programa de PE ( Lambda 2 ). ’

Para el caso del pico 1 no se observan diferencias significativas, lo que sugiere que
los compuestos probados no tienen efecto sobre este pico. Para el caso del pico 2 se observa
que si existen diferencias entre el AIA y el control (NADH), v entre el 2,4-D y ¢l control.
Sin embargo, las variaciones que existen dentro del control hacen que se aprecia que las
variaciones debidas a los tratamientos no son significativas y de acuerdo a los espectros
obtenidos se observa mds claramente que no hay diferencias. Cabe mencionar que los
resultados de esta grafica resultan del promedio de 2 ensayos para cada compuesto y para el

control.
0 25
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Grafica 6.- Efecto de los compuestos sobre el Citocromo b. En esta grafica se observan los
valores de grea calculados con el programa WinLab.,
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En relacion al efecto de las auxinas sobre fa actividad del citocromo ¢, los resultados
obtenidos como se muestran en la grafica 7 indican que las interacciones més importantes
se dan con el DCP, ¢l cual disminuye en un 50 % la actividad del citocromo y por otro lado
con el AIB el cual estimula la actividad det citocromo en un 80 % a 500 uM. Por su parte ol
AlA y el 2,4-D disminuyen en 10 % la actividad del citocromo mientras que el ANA la
estimula en 10 %.
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Grafica 7.- Efecto de los compuestos sobre el citocromo c.
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De todos los pardmetros cinéticos y de actividad parcial de las enzimas evaluadas, el
que mayor efecto registra es el potencial de membrana. Como se puede observar cn la
grafica 8 los compuestos AIA, ANA y 2,4-D disminuyen el potencial de membrana de
05.46 2 51.47 el Ay mV (46.04 %); de 89.16 2 51.47 el Ay mV (46.77 %) y de 78.02 a
51.47 el Ay mV (31.45 %) respectivamente a una concentraciéon de 66.6 pM. Por otro
lado €l AIB lo disminuye de 82,78 a 53.06 el Ay mV (35.91 %) a una concentracién de
66.6 uM y a una concentracién de 333.3 pM lo disminuye de 82.78 a 46.32 el Ay mV
(44.1 %). Fl DCP es el compuesto que tiene la mayor capacidad desacoplante como lo
muestra el grafico, ya que a una concentracién de 66.6 uM lo disminuye un de 92.72 a
43.15 et Ay mV (53.5 %) y 2 una concentracién final de 333.3 pM el potencial generado
pricticamente tiende a cerocon un valor final de 5.07.
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Grafica 8.- Efecto de los compuestos sobre el potencial de membrana generado durante la
respiracidn.
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VIII DISCUSION

Para explicar el mecanismo de accién mediante el cual las auxinas llevan a cabo su
efecto de induccidn rizogénica, se han propuesto diferentes teorfas que describen su
participacién a nivel de la regulacién de la expresion génica, regulando al metabolismo y
modificando el transporte a través de membranas. No obstante la dependencia de energia en
forma de ATP para cualquiera de los procesos mencionados arriba, no existen suficientes
evidencias que permitan involucrar al metabolismo mitocondrial como un punte primario
de interaccion de auxinas para llevar a cabo su efecto (Pefialosa, 1999; Pefialosa er al,
1996). Por lo cual en e presente trabajo se evalué el efecto de las auxinas AlA, AIB, ANA,
2,4-D y DCP sobre la respiracién mitocondrial. Para evaluar dicho efecto se registraron los
parametros cinéticos de Edo. 3, Edo 4 C. R. y ADP/O; asi como las actividades individuales
del citocromo b y citocromo ¢, adicionalmente se determing la formacion y disipacion del
potencial de membrana en las mitocondrias intactas.

En reportes previos se indica una ligera interaccidn de auxinas como 2,4-D AIA y
AIB con el metabolismo mitocondrial, sin embargo, una descripcion amplia considerando
mayor cantidad de compuestos con actividad auxinica y una evaluacién més especifica de
los efectos era necesaria.

En generai se puede resumir de los resultados obtenidos que los pardmetros
cinéticos de la respiracion se modificaron en forma poco significativa en presencia de las
auxinas, asi mismo las actividades parciales del citocromo b y citocromo ¢ sélo mostraron
efectos importantes a concentraciones elevadas. Por otro lado se observa que el pardmetro
que se afectd de manera mas importante es el potencial de Ia membrana interna
mitocondrial, donde los resultados indican que el DCP abate hasta niveles de cero el
potencial generado, mientras que las auxinas AIA, AIB, ANA y 2,4-I) tienen efectos menos
intensos pero muy significativos.

En particular el Edo 3 de la respiracién, como se puede observar en la grafica 1 no
registré cambios significativas en presencia de las auxinas, solamente una disminucién
menor se registré con 2,4-D a concentraciones de 500 pM, esta disminucidn no puede
considerarse como un efecto especifico de la hormona ya que la concentracién empleada
esta por arriba de los niveles necesarios para que ejerza su efecto en plantas integras; un
efecto similar de inhibicidn ya habia sido reportado para ¢t 2,4-D en mitocondrias de papa
(Pireaux, 1990). 25



En cuanto al efecto de las auxinas sobre la respiracién en Edo 4, como se puede
observar en la grafica 2, el incremento en {a respiracion que muestran todos los tratamientos
podria ser explicado por una interaccién especifica de las hormonas sobre el sistema
multienzimdtico de las mitocondrias, ya que en las condiciones de reposo del Edo 4 no hay
presencia de ADP lo cual permitiria acoplar e transporie de electrénes asociade al consumo
de oxigeno con la sintesis de ATP. En otras palabras el Edo 4 de la respiracién nos indica
un transporte electronico pasivo el cual puede ser debido a poca integridad en la membrana
o disipacipacién inespecifica del gradiente. Por lo cual ninguna de las auxinas ni el DCP
tuvo efectos significativos sobre la actividad del citocromo b o en el citocromo ¢,

Por otro lado 1a disminucidn enconirada del control respiratorio en presencia de las
auxinas y el DCP como se puede observar en la grafica 3 pucde ser explicado por la accidn
conjunta de estas sustancias sobre los estados 3 y 4 disminuyendo la actividad del primero y
aumentando la del segundo. Cabe enfatizar que este es el comportamiento caricteristico de
un inhibidor-desacoplante, Este comportamiento inhibidor-desacoplante ya habia sido
previamente documentado para auxinas y herbicidas (Moreland, 1980).

En cuanto a la relacidn ADP/O, ésta no suftié variaciones significativas ya que su
caleulo se ubica en la fase activa de la respiracidn, es decir, en el estado 3 y como ya se
habia discutido arriba las auxinas no presentan efectos significativos sobre este estado,

Por otro lado al evaluar las actividades del citocromo b y ¢ aplicando alA, 2,4-D v
ANA no mostraron cambios significativos, aun a corcentraciones de 500 pM, que son
consideradas muy por arriba de los niveles fisilogicos. No obstante lo anterior, el efecto
posible de estas sustancias, es mucho menor que €l encontrado para el cianuro que a
concentraciones tan bajas como 0.5 pM es capaz de inhibir al citocromo ¢ en 100 %,
mientras que, las concentraciones necesarias para que esios compuestos variaran la
actividad del citocromo fue de 500 uM,

Dado que el volumen de mitocendrias obtenidas a partir de un volumen de 150 ml
de tejido correspondia a 1.5 ml y ya que el ensayo supone diluir 1:10 las mitocondrias, se
tiene una modificacidn de la concentracion de mitocondrias en un factor de 10. De esta
forma considerando que no se vea afectada la relacidn [hormona}/[mitocondrias], se
esperaria que una concentracidn de auxinas 500 uM 10 veces mayor que la que tiene
efectos fisiologicos) fuera capaz de afectar la poblacion de moléculas de citocromo que
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también resultaria en {as condiciones de ensayo 10 veces més concentracién que en una
situacion fisioldgica. En este orden de ideas no puede despreciarse el efecto estimulante del
AIB a 500 puM sobre la actividad del citocromo ¢ ni el efecto del DCP inhibitorio a
concentraciones de 500 pM sobre la actividad del citocormo ¢ méas ain si de forma
sistemnatica, se logré una mayor disminucidén en su actividad mientras se incrementd la
concentracion de 0 2 500 uM.

El AIB mostré un comportamiento bimodal sobre la actividad del citocromo ¢
sugiriendo la existencia de 2 sitios posibles de interaccidn, lograndose mayores efectos
estimulantes de actividad en el sitio con mayor afinidad, en vista de que la concentracién

100 uM fue 1a mis efectiva, y a 500 uM logrd Ia mayor estimulacién despues de ella.

El efecte mas mmportante en el presente trabajo fue el potencial de membrana interna
mitocondrial; como se puede observar en la grafica 8 con una concentracion de 66 pM las 4
auxinas evaluadas y el DCP disminuyeron en més del 50 % el potencial generado y en
particular el DCP abatié totalmente el gradiente. Este comportamiento desacoplante
concuerda con los resultados obtenidos en cuanto al incremento de la actividad respiratoria
en Edo 4 y pueden ser explicados en términos de la naturaleza dcida que tienen todos los
compuestos evaluados. La forma de accidn de estos compuestos puede ser esultado de un
proceso dindmico de equilibrio Acido-basico enfre ia region mas concentrada de protdnes y
la menos concentrada. En otras palabras los compuestos podran atrapar un proién en el
espacio intermembranal disminuyendo asi su polaridad y pasar a la matriz mitocondrial
donde las condiciones notablemente mis alcalinas inducirian su disociacién formando Ia
base conjugada comrespondiente. El ciclo descrito arriba puede repetirse de forma continua
hasta disipar totalmente el gradiente. El presente trabajo refuerza lo reportado por
Roussaux, (1985) en mitocondrias de papa en vista de que se encuantran efecios similares
sebre la perturbacion del potencial de membrana con 2,4-D.

De acuerdo a lo mencionade anteriormente las auxinas mostraron su efecte sobre la
respiracion mitocondrial de una forma inespecifica, ya que ¢! estado respiratorio mas activo
(Edo 3} y las actividades de las enzimas no se afectaron significativamente, a diferencia de
lo anterior las etapas mas pasivas (Bdo 4) se afectaron significativamente y son
dependientes de la concentracion.
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Finalmente la participacidn de los fenoles en el mecanismo de accidn de [as auxinas
ha sido discutido previamente en funcién de su {nteraccion con Ia ruta de degradacion del
icido indol-3-acético, donde intervienen actuando como antioxidantes a través de la
remocidn del peréxido de hidrégeno necesario para la inactivacion del AIA; asi como su
asociacién con la inhibicién del crecimiento de hipocotilos en plantas intactas (Demos,
1975). En el presente trabajo se documenta una funcién adicional de los fenoles dentro del
mecanismo de accién de las auxinas donde estos actuan como inhibidores-desacoplantes
interfiriendo la sintesis de ATP. Las implicaciones que podria tener este efecto de
abatimiento de los niveles de ATP, hasta el momento no pueden ser explicados con certeza,
sin cmbargo, existen propuestas incipientes que indican algin tipo de vinculo con la
actividad y funcién de ATPasas en diferentes compartimentos celulares que a su vez
mantienen niveles idnicos y de polaridad necesarios para la accién auxinica; asimismo el
abatimiento de los niveles de ATP puede interferir con la tasa dptima de conjugacién de
AlA dependiente de ATP; sin embargo, el esclarecimiento de estos vinculos demanda

experimentos que se encilentran fuera de los alcances del presente trabajo de tesis.

La dimensidn en que resultan afectados fendmenos como la formacidn de raices
adventicias al aplicar sustancias como las que se examinaron en este trabajo
(particularmente AIB v ANA) no corresponden con el mas débil efecto sobre pardmetros
respiratorios como el que se constatd sobre el potencial de membrana intemna mitocondrial;
lo anterjor sugiere que la posible relacidn de {a respiracion mitocondrial con el proceso de
activacién que las auxinas promueven en la formacion de raices adventicias, no representa
un rol central en el proceso; en todo caso, puede corresponder a un papel complementario a
una via principal que sea promovida por estas auxinas, como podria ser el que se
disminuyeran los potenciales transmembranales para modular el transporte selectivo de

ciertos iones.
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CONCLUSIONES

Del analisis y discusion de los resultados del presente trabajo se desprenden las
siguientes conclusiones:

El principal efecto de las auxinas avaluadas sobre la respiracién mitocondrial es fa
disipacion del potencial de la membrana interna mitocondrial.

Las auxinas AIA, ANA y 2,4-D no muestran efectos significativos sobre la actividad
del citocromo b y ¢, mientras que el AIB facilita Ia oxidaccidn del citocromo ¢ con TMPD y

¢! DCP la dificulta.

El compuesto con mayor actividad desacoplante es el 2,4-Diclorofenol (DCP).

Y
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