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RIESUMEN

El presente trabajo buscd demostrar que existe una relacion entre los procesos que controlan
los niveles de ATP y la formacidn de raices adventicias en plantulas de frijol mungo. Se
comprobd que existe una promocién diferenciada en la formacién de raices adventicias al
tretar con 2 auxinas y un metatrifenol, resultando muy superior la capacidad inductora del
AlB (que lleg6 a provocar un 189.92% de incremento en el nimero de raices adventicias).
La mayor capacidad promotora del AIB correlaciond con una menor afinidad hacia la
principal isoenzima con actividad oxidativa de auxinas in vifro, que determina una menor
ve.ocidad en su degradacidn. Particularmente, resultd interesante que la presencia de
pe-oxido de hidrogeno fue indispensable para una actividad significativa en la oxidacion del
AIB, lo que hace una notable diferencia con respecto a la oxidacion del AIA, que si bien es
favorecida por el peroxido, hay actividad importante en su ausencia. Estos datos hacen
pensar que el nivel del AIB endogeno no es controlado tan eficientemente como el AlA,
explicando al menos parcialmente su mayor actividad. El Floroglucinol (FG) promovid la
disminucion en la formacidn de sustancias con absorbencia en la region de los 249-251 nm,
que puede interpretarse como un abatimiento de la formacion de derivados oxindolicos en su
presencia. El FG en sistemas in vitro no actudé como inhibidor de la oxidaciéon de auxinas,
pero si intervino como antioxidante. Los efectos antioxidantes del FG no fueron suficientes
para promover una influencia comparable a la del AIB o de las sustancias que interfieren con
la sintesis de ATP sobre la formacidn de raices adventicias, por lo que se concluye que la
alta respuesta que promueve el AIB en la formacion de raices adventicias parece estar mas
relacionada con la interferencia que esta auxina produce en la respiracion, que con la mayor
res:stencia que el AIB tiene para ser oxidado.En vista de la baja actividad promotora del
enraizamiento mostrada por el floroglucinol, puede inferirse que su papel sea el de proteger
a las auxinas del mecanismo que controla sus niveles, que tiene como componente
importante el sistema de oxidacién y que inactivaria a las auxinas al convertirlas en
derivados oxindélicos. La luz no fue capaz de revertir la estimulacion lograda por el AIB.

Se evalud la actividad de oxidasa del AIA en geles de poliacrilamida en los segmentos de
plantulas que fueron tratadas con AIA, FG y AIB, encontrandose un incremento en la
actividad de las bandas correspondientes a los tratamientos que formaron mayor nimero de
raices adventicias. Con base en lo anterior se aislaron raices y tallos de plantulas control y se
encontrd que las raices contienen bandas de importante actividad que permiten explicar el
incremento observado en los tratamientos. Ante estos resultados se propone, como sistema
de control para la respuesta rizogénica, que la isoenzima de mayor caracter cationico.,
locelizada en la pared celular y de PM 40 KD, sea secretada por las células de la raiz, y se
intensifique la degradacién de auxinas a traveés de su actividad. Se tendria una mayor
degradacion del AIA (Km=41.74uM) con respecto al AIB (Km=74.95 M), con pHs
optimos de 4.5 y 3.9 para la oxidacion de AIA y AIB, respectivamente.

El gresente trabajo muestra que al evaluar la actividad de oxidasa, es recomendable medir el
producto que se forma, el AIA residual y el consumo de oxigeno para tener una imagen mas
inte3ral y precisa de lo que sucede en este proceso degradativo. Se comprobd que hay una
fase de retraso en la oxidacion del AIA. Se observaron con claridad 5 isoenzimas con
actividad de AlAox y de peroxidasa. La isoenzima de menor movilidad y de mayor



abundancia fue purificada comprobandose mediante isoelectroenfoque y corrimiento
elsctroforético una sola banda con actividad.

Los resultados del presente trabajo establecen que la respiracion esta estrechamente
asociada con la respuesta rizogénica. E! AIB presentd un efecto inhibitorio sobre la
respiracidon mitocondrial que fue mas pronunciado que el que tuvo el AIA, coincidiendo con
st mayor efecto promotor del enraizamiento. La oligomicina, a una concentracién de 1ug/ml
provocé la mayor estimulacién en la formacién de raices adventicias que se pudo obtener en
este estudio. También promovieron la respuesta rizogénica: la antimicina (inhibidor de la
succinato deshidrogenasa) y el carboxiatractilésido (inhibidor de la tranlocacion ADP/ATP).
A pesar de haberse buscado una correlacidn entre el efecto sobre la respiracion y la posible
alieracion en la composicion de iones en el citosol, que proporcionara evidencia acerca de la
participacién de iones como el calcio como mensajero intracelular, los resultados no
permitieron ratificar un comportamiento como éste.
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Justificacion.

La propagacion vegetativa es un método basado en la multiplicacién de células
obtenidas de un individuo a partir de las cuales se generan nuevos individuos genéticamente
idérticos al original. En la medida en que este tipo de propagacion pueda utilizarse en
cualquier especie vegetal, se tendria la oportunidad de mantener lineas con aquellas
caracteristicas de mayor importancia para el hombre, ademas de poder perpetuar clonas de

plantas sin semillas y de alcanzar estados de madurez mas rapidamente (Janick et al, 1974).

La incapacidad para inducir la formacion de raices adventicias es, a menudo, factor
limitante para la clonacién cuando se usan estacas (segmentos de tallo, hoja o raiz) o cultivo
de tejidos de especies lefiosas (aquellas que tienen paredes celulares lignificadas) en las que
la maduracion frecuentemente va acompaiiada de una reducida capacidad de enraizamiento.
En algunos casos, la habilidad para formar raices esta ausente en la fase de maduracion, esto
ha af=ctado grandemente la explotacion genética de plantas lefiosas en horticultura y ciencias
forestales. Un dilema frecuente es que cuando las plantas son suficientemente maduras para
ident:ficar sus cualidades superiores, se dificulta o imposibilita su propagacion por

enrai:amiento (Haissig et al, 1992)

La importancia del presente trabajo se fundamenta precisamente en la premisa de que
en la medida que se conozcan los mecanismos que dirigen el proceso de desdiferenciacion y
rediferenciacion de los tejidos vegetales, se contara con elementos suficientes para establecer

y aplicar métodos de propagacion que resuelvan las dificultades que hasta ahora se han



terido en este sentido. Si bien se ha realizado investigacion fisiologica y bioquimica para
entender el control del enraizamiento, a pesar de ello, la biologia fundamental de este
importante fenémeno de desarrollo es atin oscura (Haissig et al, 1992). Por lo anterior, en el
presente trabajo se buscéd demostrar si las auxinas afectan los procesos de formacion de

raices adventicias a través de sus efectos sobre la actividad respiratoria mitocondrial.

Antecedentes

Las Raices Adventicias.

Las raices adventicias se definen como aquellas que se originan en lugares diferentes
del sistema de raices primario, en este sentido, corresponden a raices secundarias o lateraies
que surgen de tejidos del tallo y no en la raiz (la figura 1 muestra las raices primarias y las
raicss secundarias, las raices adventicias son practicamente iguales a estas tltimas). Asi, un
segmento, quizés un pedazo de material de tallo desprendido de la planta madre podria, bajo
cierias condiciones, producir raices adventicias y consecuentemente, un nuevo sistema de
raices y una planta completa. Atn cuando difieren en su origen, las funciones fisiologicas de
los dos tipos de raiz son esencialmente las mismas (Blakesley et al, 1991). Los tejidos
capeces de generar raices adventicias son las zonas meristematicas secundarias, que en

algunas especies y en ciertos 6rganos pueden distribuirse regularmente.

Se ejemplifica esta situacion en el trabajo de Friedman, Altman y Zamski (1979),
donce se reporta que las raices adventicias en frijol mungo se arreglan en cuatro hileras

paralelas, ubicadas entre los 4 pares de haces vasculares en segmentos de hipocotilo, en

(3]
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Se ejemplifica esta situacion en el trabajo de Friedman, Altman y Zamski (1979),
donde se reporta que las raices adventicias en frijol mungo se arreglan en cuatro hileras
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ra



contraste con su desarrollo irregular en segmentos de peciolo y epicotilo, en los que la
distribucién de los haces vasculares es tambien irregular. Se reporta también que la

aplicacion acropétala o basipétala de auxinas incrementa el nimero de raices, pero no

modifica el patron de su emergencia.

~ Floema interno
Floema externo

Xilema

AP Raiz
__-*,{f\-’ 5 .. I
AR adventicia

Figura 1. A la izquierda, se ilustra la raiz primaria (A) y las raices secundarias (B). La
raiz primaria emerge de la radicula, del hipocotilo de la semilla germinada, o de ambas
paries. Crece hacia abajo y se ramifica repetidamente para producir raices laterales o
secundarias. A la derecha se muestra un corte que permite observar la formacion de raiceys
adventicias y la organizacion de los tejidos conductores alrededor de ésta.

Ll



La respuesta rizogénica y factores que la afectan.

El estimulo para la iniciacion de la respuesta rizogénica puede variar entre especies
de plantas, edades y otras condiciones. El dafio mecénico, la seccion de partes de una planta,
el contacto con el suelo, son algunos de los factores mas importantes que desencadenan esta

respuesta (Weaver, 1972).

El primer intento real para construir una teoria al respecto de la formacion de raices
a partir de tallos fue obra de Julius Sachs, quien en 1882 propuso que para formar las hojas,
las raices y los tallos, actilan sustancias especificas(citado por Salisbury, y Ross, 1994). La
sustancia formadora de raices propuesta por Sachs podria ser sintetizada en las hojas v
migrar a las partes mas bajas de las plantas estimulando ahi al tejido del tallo para
preducirlas. Hasta 1924, el holandés Van der Lek hizo el primer estudio experimental
(citado por Thimann, 1977). Encontrd que en algunos casos gran numero de iniciales de raiz
ya sstaban presentes en el tallo y todo lo que ocurria al colocarlos en la humedad del suelo
era que crecian. En otros casos era claro que la formacion de raices era dependiente de un
estimulo, que tipicamente era proporcionado por las hojas. Van der Lek pudo demostrar que
la farmacidn dependia de la presencia de las hojas; las raices siempre se formaban abajo de
las hojas (en coincidencia con la propuesta de Sachs, el sentido del movimiento era de las
hojus hacia abajo) y cuando las raices se formaban en pequefio nimero, lo hacian del mismo

lado del segmento en el que se encontraban las hojas (Thimann, 1977),



SINTESIS DE
\_FﬂZOCALINA

| ESTMULO
RIZOGENESIS

Fizura 2. La Rizocalina fue el nombre que se le dio a la sustancia hipotética que se
suponia fabricada en las hojas y estimulaba el enraizamiento. (Segun Thimann, 1977)

Siguiendo el trabajo de Van der Lek, Went y Bouillene, en Java, observaron que al
trabajar segmentos del arbusto tropical Acalypha wilkesiana, se formaban pocas o ninguna
raiz, sin embargo, la aplicaciéon de extractos acuosos de la hoja producia un pequefio pero
real incremento en el nimero de raices. Influenciados por el descubrimiento de la tiamina en
la cascarilla de arroz por Jansen y Donath en 1926, Went y Bouillene probaron el efecto de
extractos de cascarilla de arroz sobre segmentos defoliados obteniendo muy buen
enraizamiento. Asi, la "influencia” o "estimulo" proveniente de las hojas podria ser
reemplazado por una sustancia extraible, concentrable y que podia ser preservada. Went fue
a California y trabajé con Thimann para aislar esta sustancia formadora de raices. Como el
ext-acto de cascarilla de arroz no se obtenia facilmente en California, se investigaron otras
fuentes. Una de las mejores fuentes de la llamada "rizocalina” (figura 2) era el medio de

crecimiento de Rhizopus suinus, que era usado en ese tiempo como fuente de auxina (citado



por Thimann, 1977). Asi, aunque Curtis (1918) y Zimmerman y colaboradores (1933)
proponian respectivamente que el permanganato y el mondxido de carbono incrementaban el
erraizamiento de estacas (Weaver, 1972), en 1934, Thimann y Went sefialaron que las
auxinas ejercen el control primario en la formacion de raices (citados por Thimann y Delisle,
1639). El acido indolacético (AIA) fue la primera hormona vegetal usada en el

enraizamiento (Cooper, 1935). En el mismo afio Zimmerman y Wilcoxon (1935)

descubrieron que varias auxinas sintéticas entre ellas el AIB!, también promovian el
enraizamiento. Se han realizado varios trabajos a partir de este descubrimiento,
en:ontrandose en la mayoria de los casos, un incremento en el nimero de raices formadas al
tratar estacas de plantas con auxinas (Alvarez et al, 1989; Bachelard y Stowe, 1963; Batten
y Goodwin, 1978; Blakesley et al, 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; Nordstrom et al, 1991), aunque en plantas de dificil enraizamiento
las auxinas pueden no ser el factor limitante para la iniciacién (Hartmann y Kester, 1983).
Por ejemplo: los segmentos de plantulas de muchas especies lefiosas perennes inician
facilmente el enraizamiento adventicio, especialmente si ’se tratan con auxinas, pero esta

capacidad se pierde en unos pocos meses ¢ afios después de la germinacion, a pesar del

tratamiento con auxinas (Hackett, 1985; 1988; Hartmann y Kester, 1983),

1 Auague el AIB tue identificado como un producto natural en cascara de papa desde hace 43 afios (Blommaert, |954),
es alin referido como auxina sintética. Schueider y colaboradores (1985) encontraron AIB en chicharo, sin que éste se
ubiera aplicado exdgenamente, este reporte se swma a varios mds, que particularmente hiacia las @ltimas 2 décadas han
demostrado la presencia del AIB como componente natural de diversas plantas (Bayer, 1969; Brumer, 1978: Epstein v
Ludwig-Miiller, 1993).



Al descubrirse que las auxinas desempefian un importante papel en la formacion de
raices, se supuso que las estacas que no enraizan facilmente, carecen de los niveles
adecuados de éstas y que al proporcionarles la cantidad faltante deberian hacerlo. Por
muchos afios, la Gnica evidencia de la participacion de las auxinas en la iniciacion de raices
adventicias provino de estudios en los que se aplicaron exdgenamente (Blakesley et al,
1991). Las hojas y yemas, que son sitios conocidos que las producen (Moore, 1969) son
necesarias para la iniciacion de raices en varias especies y su reemplazo por auxina afiadida
ha sido parcial o completamente exitoso en la estimulacién del enraizamiento adventicio en
algunas especies (Roberts y Fuchigami, 1973; Haissig, 1970b; Ertksen y Mohammed, 1974).
La lista de plantas que responde ante la aplicacién de auxinas es ahora bastante grande
(Hartmann et al, 1990; Bachelard y Stowe, 1963; Weaver, 1972). La concentracién de
auxina aplicada exdgenamente varia de especie a especie (Thimann y Delisle, 1942). Se han
estudiado muchas sustancias que se comportan como auxinas como los acidos indolacético
(AIA), indolpropiénico (AIP), indolbutirico (AIB), naftalenacético (ANA), benzofurano
aceiico, 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 2 metil-4 clorofenoxipropiénico (MCPP). EI
menos estable de éstos es el AIA (Bachelard y Stowe,1963), el mas efectivo para estimular
alarzamiento, 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). Se ha propuesto que la mayor estimulacién que promueven el AIB y el
ANA puede deberse a que no exista la maquinaria para su degradacion, 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 pero hasta ahora, no existen reportes en los que se comparen las afinidades de estas dos

auxinas hacia una enzima capaz de oxidarlas.

Se piensa que las auxinas funcionan sobre todo en los primeros estadios de
diferenciacion para la formacidén de primordios de raices. Haissig (1970b) encuentra que al
aplicar [" C-AIA], las células de los primordios de raiz lo incorporan, sobre todo en la fase
més temprana de la iniciacion de este proceso. Smith y Thorpe (1975a y b, 1976) encuentran
en cortes histologicos de Pinus radiata, que las auxinas promueven sobre todo la formacion

de los primeros estadios de diferenciacion.

induccioén del
enraizamiento

l

tejido
indiferenciado

tejido competente
auxinas J

tejido determinado

l

formacién de raices

Figura 3. Diagrama que muestra las efapas de induccion de raices en especies lefiosas y la
influencia de las auxinas en la determinacion (Meins y Binns, 1979; Christianson y
Warnick, 1983).



La regeneracion de raices o la formacidn de raices adventicias en segmentos de tallo
u hoja comprende 4 etapas principales (ver figura 3): 1)Desdiferenciacién y formacién de un
nuevo locus meristematico. 2)Division celular temprana, que conduce a la formacién de
agripaciones celulares sin polaridad y radialmente simétricas, las células ain no estan
detecrminadas; 3)Division celular tardia que conduce a la formacion de un meristemo
organizado y determinado hacia la formacion de raices, con simetria bilateral y 4)Formacion
de la raiz por crecimiento en extension de fas células producidas por el meristemo. Smith y
Thorpe (1975a) observaron que el desarrollo de raices adventicias en hipocotilos de Pinus
radiata se origina en los margenes de los ductos de resina en diferenciacion o en el tejido
parenquimatoso; en Pinus taeda L, las raices se forman a partir de una region pequeda de
parénquima cortical inmediatamente hacia afuera de los canales resiniferos, que marcaron a
menudo cuatro polos de xilema primario en cortes transversales de hipocotilo (Diaz-Sala et
al, 1996). De acuerdo con Smith y Thorpe (1975), el primer signo visible de un nuevo locus
meristematico fue la expansion de una célula simple, con hinchamiento nuclear simultaneo.
El ciioplasma de tales células era mucho mas denso que el de las células adyacentes. Estos
€ventos tempranos parecen ser caracteristicos de un locus meristematico y han sido
reportados en otras especies entre las cuales se cuenta al frijol mungo (Blazich y Heuser,

1979}

La ocurrencia de raices en posicion proxima a la nervadura puede deberse a la

presencia de reguladores del crecimiento enddgenos u otras sustancias en ésta. a una



incorporacion incrementada de reguladores de crecimiento exdgenos o a una combinacion
de ambas situaciones (Attfield y Evans, 1991a). Recientemente, se ha reportado que la
formacion de raices laterales en Arabidopsis thaliana, se inicia en tejido que previamente no
se dividia activamente, a partir de alrededor de 11 células “localizadoras” dentro del

periciclo (Scheres et al, 1996).

Figura 4. Se ilustra la formacion de los primordios de raiz en Helianthus annuus (tomado
de Fabijan et al, 1981). Cuadro 1: Seccion transversal del haz vascular al dia cero.
Cucdro 2: Seccion transversal del segmento de hipocotilo. al dia 1. Pueden observarse
divisiones periclinales y anticlinales en las células del parénquima interfascicular Cuadro
3: Seccion transversal del segmento de hipocotilo al dia 2. Puede observarse un
primordio de raiz en desarrollo. Cuadro 4:Seccion transversal a través del hipocotilo al
dia 3 mostrando raices adventicias bien desarrolladas.

Se han reconocido 2 patrones de formacion de raices en segmentos de especies tanto
herbiiceas como lefiosas (Hartman et al, 1990). Uno que involucra la formacion directa de

primordios de raices adventicias a partir de células asociadas con o en estrecha proximidad



con el sistema vascular, como puede observarse en la figura 4. El segundo patron es la
formacion indirecta de raices adventicias involucrando un periodo intermedio de divisiones
de células indiferenciadas. Al seleccionarse células dentro de estas divisiones subsecuentes.
eventualmente se organizan para formar un primordio de raiz adventicia. En general, las
especies herbaceas y las especies lefiosas faciles de enraizar forman raices a través del patron
directo de formacion de raices, mientras que las especies dificiles de enraizar lo hacen a

través del patron indirecto.

Debe distinguirse entre los primordios de raiz que han sido inducidos de rnovo y
aquellos que son preformados. Las iniciales de raiz preformadas son producidas en la planta
intacta durante su desarrollo normal; comunmente son de desarrollo lento Y se encuentran
casi exclusivamente en especies lefiosas. Su sitio de formacion varia entre especies aunque
frecuentemente derivan del tejido radial (Fink, 1972) y de regiones nodales (Haissig,
1970a). Los primordios de raices adventicias inducidas son aquellos que se forman en
respuesta a la herida que resulta de realizar cortes, siendo los segmentos obtemidos los que

los producen (Blakesley et al, 1991).

En general se requiere una alta concentracion de auxina solo durante la fase de
iniciazion y el crecimiento posterior de las raices es inhibido por altas concentraciones de
auxina (De Klerk et al, 1990). Se emplean 2 métodos para remover el AIB en la fase de

emergencia de las raices: el tejido puede ser transferido a un medio libre de auxinas, o puede



usarse la combinacion de aplicacion de luz y riboflavina para oxadar al AIB (Gorst et al.
1983).

Las auxinas y su transporte.

Las auxinas participan en la regulacion de varios procesos de crecimiento v
desarrollo, tales como el alargamiento, division y diferenciacion celular que conducen a la
curvatura de coleoptilos, el desarrollo de tejidos vasculares, ia formacion de raices laterales
y adventicias, la inhibicion del crecimiento de las yemas axilares, las respuestas tropicas, la
prevencion de la absicién (o caida) de los frutos, y la induccidon de la partenocarpia (o
deszrrollo sin fecundacion) en frutos (Kefeli, 1978; Tuominen et al, 1995, Valero y

Labrador, 1995 y Abel y Theologis, 1996).

Salisbury y Ross (1994) proponen que las auxinas naturales son cuatro: el acido
indo acético (AIA), el acido 4-cloro-indolacético (4-cloroAlIA), el acido fenilacético (APA)
y el icido indolbutirico (AIB); sin embargo, poco se conoce acerca del transporte de los 3

ultimos y si de hecho functonan normalmente como hormonas vegetales.

El sitio de sintesis de las auxinas es el meristemo apical de tallos vy raices. La cantidad
de auxinas que se forman en el dpice de los tallos es mucho mayor que la sintetizada por la
raiz (Cline, M.G., 1994). Los reportes publicados sobre la biosintesis de auxinas en raices,
evideacian que la cantidad maxima de AIA en raiz estd contenida en el apice (Boysen-
Yensen, 1936 citado por Kefeli, 1978). Se ha confirmado la presencia de auxinas naturales

en raices mediante cromatografia en papel. Producidas en el apice de la raiz, las auxinas



parecen ser transportadas adecuadamente, siendo su translocacion acropétala, a diferencia

de lo que ocurre en los 6rganos aéreos (Kefeli, 1978).

Las raices poseen un sistema altamente desarrollado para la oxidacion del AIA. Debe
notarse que, aunque el apice de la raiz contiene una relativa gran cantidad de auxinas, la

oxidacién del AIA es la mas débil en esta zona (Pilet, 1957). Konings (1965) demostré al

intraducir [“C-AIA] en raices de Pisum sativum, que la maxima cantidad de !4C-AIA se
acumulaba en la parte mas inferior del segmento. Si en cambio, las raices se trataban con un

inhididor de la AIA oxidasa (acido cafeico), no se observé ninguna diferencia en el

conienido de 14C-AIA entre las porciones superior e inferior, interpretandose que el AIA no
se dzscompuso en la porcion superior dada la inhibicion de la actividad de AIA oxidasa en la
misraa. En contraste, la adicion de acido p-coumérico acelerd la descomposicion del AIA en
ella. Los resultados antes sefialados llevan a sugerir que el gradiente de concentraciéon de

AIA se debe a un gradiente de actividad de AIA oxidasa {(como se ilustra en la figura 5).

Figura 5. Esquema que muestra la correlacion existente entre la actividad de AlAox y lu
concentracion de AlA. (De acuerdo a Konnings, 1965).



El método mas exitoso para inducir la formacién de raices adventicias hasta ahora ha
sido la aplicacién exdgena de auxinas "sintéticas" (ANA y AIB) a segmentos de tallo
cultivados /n vitro (Alvarez et al, 1989). La aplicacion de AIB determina que los meristemos
en Salix fragilis puedan formar primordios de raiz “que en su ausencia forman parénquima
(Haissig, 1970a); en Phaseolus aureus, el AIB tiene un importante efecto promotor sobre la

formacion de raices laterales (Jarvis, 1986; Jarvis y Yasmin, 1985).

Se ha explorado la relacion entre niveles enddgenos de auxina libre y capacidad
rizogenica, por ejemplo, en estacas de Malus pumila se ha encontrado que la mayor
conzentracion de AIA libre en la base del tallo de la variedad M.26 se relaciona con una
mayor capacidad rizogénica, con respecto al de la variedad M.9 (en la que se encuentra una
mayor proporcion de AIA conjugado) (Alvarez et al, 1989). Weigel et al (1984) han
encontrado una correlacion positiva entre los niveles endégenos de auxinas en segmentos de
tallo de Chrysanthemum morifolium y el numero de raices formadas 20 dias despues,
Blakesley (1994) ha mostrado un incremento temprano (en las primeras 24 hs después de
hace: el corte) en el AIA libre asociado con la formacion de raices adventicias en diferentes

especies,

Las auxinas enddgenas son transportadas polarmente, en direccion basipétala
Eliasson, 1972), la mayor parte de ellas se mueve lon itudinalmente, y s6lo muy pequefias
yor p g y Y peq

canticlades son translocadas lateralmente. El aumento en la velocidad de transporte



correlaciona con la promocion del crecimiento. En contraste, las auxinas aplicadas
ex5genamente se mueven principalmente en direccidn acropétala, sin que para este
mevimiento exista gasto de energia, lievandose a cabo como resultado del movimiento del
agua provocado por la transpiracion (Hoard et al, 1971). (Ver figura 6). Sin embargo, se
sugiere que las auxinas exdgenas deban ser incorporadas a sistemas de transporte
basipetdlico para que induzcan la formacién de raices adventicias, en tanto que los
blojqueadores del transporte como el 4cido naftilftalamico inhiben el enraizamiento (Diaz-

Sali et al, 1996).

Se ha demostrado que el 4cido triiodobenzoico (TIBA) y la morfactina son potentes
inhibidores de este proceso (Goldsmith, 1977 y Rubery, 1981). Los datos relacionados con
la incorporacion, distribucion y metabolismo de las auxinas aplicadas a estacas son limitados
(Jarsis y Shaheed, 1986) y sobre todo se han hecho con estacas lefiosas (James, 1983b,
Diaz-Sala et al, 1996)). Aunque el Phaseolus aureus se ha utilizado en el bioensayo para
evaluar la respuesta rizogénica, en esta especie hay pocos estudios sobre -transporte de
auxinas. Jarvis y Shaheed (1986) interpretan de estudios realizados con 2 inhibidores del
transporte de auxinas que el factor que promueve la formacion de raices laterales en
Phaseolus aureus es el AIA que se transporta en direccidn basipétala, y que este transpoite
se estimula con la aplicacion basal de AIA (Jarvis y Shaheed, 1986) y AIB (Jarvis y Booth.

1981), aunque se ignora como se logra este efecto.



La velocidad de transporte del AIA en plantulas decapitadas y en secciones de

hipocotilos etiolados oscila entre 3 y 30 mm h-1, aumentando hacia las zonas mas jovenes y
supzriores y disminuyendo hacia las mas viejas y basales (Sanchez-Bravo et al, 1992). El
transporte de auxinas ha sido intensamente investigado por décadas y se han sugerido
diversas hipotesis para dar cuenta de las caracteristicas de! proceso (Goldsmith, 1977:
Rubery, 1981), sin que se cuente con un mecanismo con soporte experimental suficiente

para explicar el crecimiento diferencial observado (Sanchez-Bravo et al, 1992).

MZRISTEMOS
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Figura 6. Translocacion de auxinas. Se muestra el ascenso de las auxinas exogenas por
xilema y el transporte basipetdlico por via del floema.(De acuerdo a Hoard et al, 1971 y

Eliasson, 1972).
Las auxinas entran a las células porque son 4cidos débiles lipofilicos permeables a la
membrana (Sitbon y Perrot-Rechenmann, 1997). El transporte transmembranal del AIA es

ademas catalizado por acarreadores especificos de incorporacion y de eflujo para aniones del



AIA (que es la forma mdas abundante en el citosol) (Goldsmith, 1977, Delbarre et al, 1996).
La proteina involucrada en el control del eflujo de auxinas es el receptor para el acido
naftilftalimico, que es una proteina integral (Bernasconi et al, 1996) y que se ha relacionado
cor. el transporte polar de las auxinas a nivel de toda la planta, mientras que la funcion del
acarreador de influjo es ain desconocida (Delbarre et al, 1996). La polaridad caracteristica
del transporte de auxinas resulta de diferencias en la actividad translocadora de AIAH y de
AlA’ por parte de las regiones de membrana plasmatica de cada extremo de las células que
transportan esta auxina {Wilkinson y Morris, 1994). Estas diferencias se atribuyen a la
asimetria en la distribucion de acarreadores que provocan el eflujo de auxina (Allan vy
Rubery, 1991). Lo anterior se soporta en que la aplicacion de acido naftilftalamico (inhibidor
del transporte polar de auxinas) y otras fitotropinas estimulan la incorporaciéon neta de
auxina a partir de soluciones externas e inhiben fuertemente su eflujo a partir de células pre-
cargadas (Goldsmith, 1977, Michatke et al, 1992). Por otra parte, al preparar anticuerpos
mon>clonales dirigidos contra la proteina que enlaza acido naftilftalamico, se asocian

preferentemente a la region basal de las células involucradas en el transporte (Jacobs v

Gilbert, 1983).

Metabolismo de auxinas.

Hasta que se desarrollaron métodos de separacion muy eficientes como la
cromatografia de gases-espectrometria de masas (Normanly et al, 1995) o la cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) (Ostin et al, 1992; Tuominen et al, 1995); se habia
dificultado la determinacion precisa del AIA en tejidos vegetales (Schneider y Wightman,

1974}. Se ha reconocido como precursor inicial del AIA al acido shikimico (Kefeli, 1978).



Como un intermediario posterior se ha considerado al triptéfano, por su estrecha similitud
quimica con el AIA y especialmente después de la demostracion realizada por Thimann
(1974), en la que los cultivos de Rhizopus suinus forman AIA cuando se alimentan con

triptéfano. Se ha mostrado también con experimentos in vivo que el triptofano marcado con

14~ puede ser convertido a AIA en rebanadas de sandia, tallos de tomate, frutos de lima,
tallos de tabaco, hipocotilos de pepino, preparaciones libres de células de frijol mungo, y en
tejidos de diferentes plantas (Schneider y Wightman, 1974). Gaspar y Hofinger (1987)
describen que el triptofano puede seguir 3 rutas alternativas hacia la formacion del AIA:
1)El triptéfano se transamina a indolpiruvato, mediante la triptofano aminotransferasa; el
indolpiruvato se descarboxila formando indolacetaldehido y éste ultimo se oxida (en frijol
mungo) mediante la indolacetaldehido deshidrogenasa-NAD dependiente. 2)El triptofano se
descarboxila mediante la triptéfano descarboxilasa, para transformarse en triptamina, que a
su vez se transforma en indolacetaldehido por la accién de una aminaoxidasa. 3)Se forma
indclacetaldoxima a partir de triptdfano y ésta se convierte en indolacetonitrilo, mediante la
indclacetaldoxima deshidratasa y el indolacetonitrilo se hidroliza para formar indolacetato.
Sin embargo, Baldi (1991) reporta una baja incorporacién de marca radioactiva proveniente
del triptéfano en el AIA. Michalczuk et al, (1992) han reportado que el 2,4-D puede influir
importantemente en la sintesis del AIA, provocando una estimulacion de hasta 7 veces este

proczso a partir de triptéfano en embriones somaticos de Dawcus carota.

En la mayoria de las plantas, se sintetiza AIA a partir del triptofano via el acido

indolpirivico, mientras que las vias de la triptamina y la indolacetaldoxima se siguen sélo en



N

algunas especies (figura 7) (Schneider y Wightman, 1974). Recientemente se ha reportado

indolacetaldoxima como producto de la oxidacion del triptoéfano mediante una peroxidasa

catidnica en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Ludwig-Muller y Hilgenberg, 1992).
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Figura 7. Se muestran las reacciones que conducen a la sintesis de AIA a partir de
Triptéfanc. Se representan las 3 vias que conducen a su sintesis, de acuerdo a Schneider y
Wigatman (1974} y Ludwig-Muller y Hilgenberg (1992).
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metilenoxindol  (via oxinddlica) depende de la presencia de H,(), mientras que los
productos de oxidacion que no dependen del peroxido de hidrégeno son indolmetanol,
indolaldehido y bis-indolilmetano (via indolica). Adaptado de Grambow y Lagenbeck
Schwich, 1983).
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El AIA es un compuesto labil que puede ser degradado por factores tales como el
pH acido, el calor, la luz, agentes oxidantes, peréxidos o metales pesados. El llamado
sistema de AIA-oxidasa, que funciona en presencia o ausencia de H,Q, . manganeso y/o
monofenoles como cofactores, se considera constituido por una © mas isoperoxidasas.
Cuslquier tipo de peroxidasas puede destruir al AIA in vitro, pero solo las peroxidasas
basicas (cationicas) actllan como AlA-ox in vivo (Gaspar et al, 1982). Hay 2 principales
vias del catabolismo del AIA en plantas: Una oxidacion descarboxilativa (figura 8) y una via
no Jescarboxilativa que produce acido oxindol-3-acético y sus derivados hidroxilados
(Reinecke y Bandurski, 1988). La via oxidativa-descarboxilativa, tiene como principales
proauctos descarboxilados al indol-3-metanol, al 2-hidroximetiloxindol (Grambow vy
Lagenbeck Schwich, 1983; Garcia-Floreﬁciano et al, 1992), 3-metilenoxindo! (Schneider y
Wightman, 1974), 3-hidroximetiloxindol e indol 3-aldehido (Nakono et al, 1982). La

oxidacion del AIA por la peroxidasa de rabano parece involucrar la formacion de los

Comauestos I, I1 y 1112 de la enzima y los radicales indolacetilperoxi pueden ser
interrnediarios importantes. Dependiendo de las condiciones fisicas y bioquimicas, el AIA
que es degradado por las peroxidasas puede producir 3-metilenoxindol o indol-3-aldehido
(Grambow y Lagenbeck-Schwich, 1983). Sandberg et al (1984) han encontrado

indolraetanol y acido indolcarboxilico como constituyentes naturales en tejidos de pino, que

2g) coupuesto III se forma a partir de la reaccién entre Ferroperoxidasa y O, (oxiferroperoxidasa). El
compucsto 1 se puede formar a partir de Ia reaccién entre la peroxidasa de rabano y el AlA-perdxido y el
compuesto I al reducirse por una molécula de AIA forma el compuesto II. El compuesto II produce
ferriperoxidasa al reaccionar con una segunda molécula de AIA.
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probablemente deriven del indolaldehido. Mas recientemente, Winer et al (1993), han
identificado la indol-3-aldehido oxidasa que cataliza la oxidacion del indolaldehido para

formar acido indolcarboxilico + H;0,.

La oxidacion del AIA es afectada por compuestos fendlicos tanto de alto como de
bajo PM (Mato et al, 1988) por manganeso (Gaspar et al, 1982), acidos carboxilicos
(malato, citrato, piruvato) (Pressey, 1990) y otros aniones (Pressey, 1990). La actividad
prctectora hacia la oxidacion de auxinas que muestran las coumarinas y algunos fenoles

parecen involucrar la reaccion preferencial con los compuestos I1 y III de la peroxidasa.

Derivados conjugados de auxinas.

Las auxinas como el AIA no se encuentran solamente en forma libre en las plantas,
sinc también en forma de diferentes complejos que por cierto son extremadamente labiies.
La mayor parte del ATA producido en las plantas se encuentra conjugado en dos formas
generales: conjugados con aziicares mediante enlaces éster y conjugados con aminoacidos o
péptidos mediante enlaces amida, siendo estos Ultimos los mas abundantes en las
dicotiledoneas (Campanella et al, 1996). Entre los conjugados pueden mencionarse: AlA
unido a proteinas (Thimann; 1965), AlA-glucosa, AlA-aspartico e indolacetamida, ademas,
se reportan conjugados de AIB, AIP y 2,4-D con el acido aspartico, asi como la
glucobrasicina y neoglucobrasicina (Kefeli, 1978) (Figura 9). El principal derivado

conjugado del AIA es el indolacetilaspartato (Mollan, 1972; Sasaki, 1992).
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La conjugacion también puede jugar un papel en el catabolismo del AJA en algunas
especies, como lo han establecido Tuominen et al (1994), al demostrar la conversidén del
¢onjugado indolacetilaspartato (AlA-asp) en oxindolacetil aspartato y oxindolacetato, en
hibridos de Populus, Monteiro et al (1988), quienes demuestran que el AlA-asp puede sufrir
una oxidacién para formar 2-indolona-3-acetilaspartato y Pluss et al, (1989), quienes
reportan que primero se puede formar 2-indolona-3-acetato y posteriormente conjugarse para
dar 2-indolona-3-aspartato. Finalmente, se ha notado que el conjugado que se forma puede
llegar a oxidarse en la posicién 7 para formar el glucodsido del conjugado (Nonhebel et al,

1985). Las vias antes sefialadas se ilustran en la figura 10.

Bialek y Cohen (1992) presentan evidencia que permite suponer que los conjugados
tipo amida del 4cido indolacético podrian controlar los niveles de AIA en la germinacion de
plantulas de Phaseolus vulgaris, a partir de la observacioén que los niveles de conjugados
disminuyen rapidamente en los cotiledones durante la hidratacidn y que la disminucion en los
cctiledones se acompafia de un incremento en el AIA libre y amidado en el eje embrionario.
Pero mas alla de esto, se encuentra evidencia de que el eje embrionario sintetiza conjugados
del AIA, sugiriendo un rol mas amplio para los conjugados, que el representar un simple
reservorio de AIA. Por su parte, Sasaki et al (1992) encuentran evidencia que sugiere que la
fo-macion de conjugados del AIA en zanahoria es regulada por los niveles endogenos de AIA
libre y que esta regulacién estd asociada a la transcripcién. Por otra parte, el AIA exdgeno,
disminuye los niveles de AIA activo, a través de un aumento en la conjugacion de la auxina

libre y la inhibicion por retroalimentacion de la biosintesis de AIA (Ribnicky et al, 1996).
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Figura 10.. Se muestran las reacciones que conducen a la oxidacion del AIA, destacandose
la participacion de derivados conjugados, tanto de la auxina libre como de sus productos
de oxidacion. El esquema se ha elaborado tomando en consideracion los reportes de
Mollan et al (1972); Monteiro et al (1988); Pluss et al, (1989} y Nonhebel, 1985).

Winter y Thimann (1966) sostienen que el AIA aplicado exdgenamente acelera el

crecimiento de coleoptilos, sélo si permanece en estado libre, ya que tan pronto se conjuga,



termina la estimulacion del crecimiento, mas recientemente, Hangarter y Good (1980} y
Bialek et al (1983) muestran que los conjugados son biolbgicamente inactivos y que hasta
que son hidrolizados por enzimas de las plantas, demuestran actividad auxinica. Dada esta
ltima situacion, los tratamientos con conjugados al parecer permiten una mayor resistencia a
la nxidacion de las auxinas, por lo que puede entenderse que los conjugados del AIA
(Heissig, 1986) y del AIB (Wiesman et al, 1989) sean mais efectivos para promover la
formacién de raices adventicias en comparacion con el acido libre, puesto que representan

una fuente de auxina que permite su liberacidn paulatina.

De acuerdo con Ludwig-Miiller y Epstein (1991), el AIA se transforma en AIB
mediante la intervencion de acetil-CoA, por via de una acetil-CoA sintetasa y de una acil-
CoA transferasa. El AIB, al igual que el AIA puede conjugarse con acido aspartico, y con un
péptido en Phaseolus aureus (Wiesman et al, 1989) y también es oxidado, de forma similar al

AJA (Wiesman et al, 1988; Epstein y Ludwig-Miiller, 1993).

El mecanismo de accion de las auxinas

Existen diversas hipotesis y sugerencias que intentan explicar la participaciéon de
diferentes elementos en el proceso de formacion de raices adventicias, sin que a la fecha se
tenga una explicacién de los eventos a nivel molecular que son inducidos por la auxinas (Abel

y Theologis, 1996). Entre ellas podemos reunir ias siguientes:



En los ultimos afios, muchos grupos han demostrado que el AIA induce rapidamente
la transcripcion de genes especificos en sistemas que responden por alargamiento celular o
por division celular (Abel y Theologis, 1996; Napier y Venis, 1995; Key, 1989). Mennes et al
(1992) reportan que el tratamiento con 2, 4-D en cultivos de células en suspension de tabaco
privadas de auxina, resulta en una acumulacién significativa de 7 especies diferentes de RNA
mensajerc dentro de un intervalo de 15 a 30 min. Muchos de los cambios inducidos por
auxinas se detectan solo después de periodos largos y persisten por muchas horas,
particularmente en tejidos que se dividen, mientr-as que otros suceden en lapsos temporales
cortos (durante los primeros 20 min después de su aplicacién) (Napier y Venis, 1995). El
evento mas rapido que inducen las auxinas es la hiperpolarizacién del protoplasto que es
log-ada entre el tiempo cero y los 2 minutos después de adicionar AIA (Napier, 1995); se
cree: que este proceso es mediado por la ABP1 (Auxin Binding Protein 1). En el transcurso
de los primeros 20 min, se transcriben varios genes (los genes SAUR, ARG1, ARG2. GH3,
pIAA4, pIAAS, pCNT103, pJCW2, parA, parB, plAAG6). Entre los 4 y los 6 min. se acidifica
el citosol y se eleva el Ca®* en este mismo compartimento, entre los 6 y los 8 min, se
hiperpolariza la célula, entre los 8 y los 12 min se incrementa la H'-ATPasa de membrana, se
incrementa la velocidad de respiracion e inicia la acidificacion de la pared celular, y hacia los
13 rain, inicia el crecimiento por alargamiento (Napier,. 1995). En diversos estudios se ha
encentrado que los productos de la expresion de los genes activados por auxinas son
mierabros de la superfamilia de las glutation-S-transferasas, esta familia se ha relacionado con

la proteccion de las sustancias enddgenas contra los efectos adversos de las reacciones de

oxidacién (Abel y Theologis, 1996).
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En reportes recientes, se ha encontrado que como resultado de la aplicacion de
auxinas, la induccidn de ciertos genes lleva a aumentar el contenido de RNAm entre los 5 y
los 60 min, y esta respuesta no requiere sintesis de novo de proteinas, por lo que se sugiere
que es promovida directamente por el AIA (Abel y Theologis, 1996). También se han
encontrado RNAs mensajeros derivados de la expresion de los genes SAUR (small auxin up
RNA), que son especificamente inducidos por auxinas en 2 a 5 minutos (Guilfoyle et al,
19¢3, Li et al, 1994), pero la aplicacion de inhibidores de la sintesis proteica estimulan la
expresion de los genes SAUR, y la presencia de auxinas y de cicloheximida, superinduce la

trarscripcion de los mismos (Abel y Theologis, 1996).

En otros casos, ademas del aumento de RNAs mensajeros, se ha demostrado un
incr2mento en el contenido de proteinas. Oliver et al (1994) encontraron que la escision del
sistema de raices del girasol (Helianthus annuus), resulta en la iniciacion y formacion de
prirordios de raices adventicias, observandose que un total de 60 proteinas se sintetizan
como resultado de la eliminacion de la raiz, 50 de las cuéles son nuevas y 7 de ellas pueden
ser tentativamente adscritas al proceso de formacién de raices adventicias. El analisis de los
transcritos mediante sintesis proteica in vitro demuestra que al menos en parte, se tiene un

camlno cualitativo en las reservas de RNAs traducibles.

En Ja figura 11 se muestra un esquema que resume algunas propuestas que se han

sugerido para el mecanismo de accion de las auxinas. Por una parte, las auxinas pueden
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entrar a la célula y activar en el nucleo la transcripcién y la modificacion postranscripcional,
de tal manera que se promueva la sintesis de H'-ATPasa en el reticulo endoplasmico, se
incorporen las vesiculas que la contienen en el aparato de Golgi y se asocien a la membrana
plasmatica, para incrementar el bombeo de protones hacia el apoplasto. También se muestra
la interaccion de las auxinas con receptores a nivel de membrana plasmatica, que interactian
con la fosfolipasa B2, que promueve la formacion de lisofosfatidil colina, que a su vez
pronueve la actividad de una proteincinasa que fosforila a las H-ATPasas, para activar el
bonibeo. En ciertas especies, se ha reportado la existencia de un sisterna turbo, que bombea
protones mediante la actividad de una cadena transportadora de electrones que
probablemente utilice NADH como sustrato y que también es promovido por auxinas (Napier
y Venis, 1995). Muy recientemente se han encontrado evidencias que pueden estar en contra
de este modelo, particularmente, se reporta que no se incrementa el contenido de H -
ATPasas de membrana y tampoco se evidencia un aumento en su actividad en membranas

aisladas, como resultado del tratamiento con AIA (Jahn et al, 1996).

Probablemente una de las aproximaciones mas relevantes para comprender el
mecanismo de accion de las auxinas en la rizogénesis consiste en investigar por qué el AIB es
mas zfectivo en la promocion rizogénica que el AIA. Hasta ahora se han proporcionado
diversas explicaciones en relacion al efecto diferencial entre estas auxinas, sin que se cuente
con :uficientes experimentos que demuestren si estas hipotesis tienen validez. Epstein y
Ludwig-Muller (1993) resumen las causas de la mayor actividad del AIB asi:

1)El AIB es mas estable en solucién (Nordstrom et al, 1991).

29



IULLER

AUXINA
-— —
CUOBW TAPOATIOOA d’ SISTEMA
MEMBRANA 0% HLECTRONSS {% TURBO
£
i CTOPLASI »
NUCLEQ VANADATO
§
_ = § 2
§ 8 ?\‘ ,,U Y R E -
= = ¢ ¢ ) 2
= = [} . Y
e BRGNS = e Yy ¥ 3 7 z
B s - «
P T I R 2
TRASCRIRCION PROCESO i :
\ * A rmomr—* hnRNP——»mRNP mRNP T Q z
b ADIGION A GOLA ) )
0E 30L14 5 * . eolgl ”
¢ UNION A PROTEINA, .‘ RECEPTOR
ZSPECIFICAS DE FC
PROTEIN-CINASA %
DERENDIENTE IJE_LFCnIina LPCalin
( , QUE FOSFORILA H ATPasas | H*ATPasa
‘ +— AUXINA
.'\{ PCalina (
S FOSFOLIPASA B2
(:ROMATINA AlA RECEPTOR DE P

AUXINAS

Figura 11. Mecanismo sugerido de accion de las auxinas. Se nuestran los efectos que en
diferentes niveles puede ejercer el AIA en la regulacion de la expresion génica, para
aurtentar la concentracion de H™ en el apoplasto. Se sehalan interacciones a nivel de
transcripeion, procesamiento de ARNs  heterogéneos nucleares y modificacion post-
transcripcional del ARN. Como resultado de ello, se aumentaria lu sintesis proteica
asociada al reticulo endopldsmico (RE), que incrementaria la incorporacion de proteinas
de membrana plamdtica involucradas con el bombeo de H*. Adicionalmente, se muestra el
efecto de las auxinas sobre la fosfolipasa B, la liberacion de lisofosfatidilcoling, la
Josforilacion de la H-ATPasa y el hombeo de protones. Tomado de Theologis, 1986 y
mocificado de acuerdo a Napier y Venis (1993), Luthen y Bottger (1993) y Scherer y Andre
(1993),

2)La capacidad para enraizar depende de la sintesis de AIA a partir de AIB y debe
man:enerse una proporcion de AIA/AIB determinada.

3)La capacidad para enraizar depende de la estabilidad de los conjugados de auxina

respectivos, siendo mas estables los conjugados de AIB (Merckelbach et al, 1991). Estos



autores reportan que el AIB se conjuga rapidamente en Populus tremula, y se mantiene
elevado por mas tiempo que el AIA,

4)].a capacidad para enraizar depende de la habilidad del tejido para convertir el conjugado
auxinico a la hormona libre durante una fase critica del enraizamiento.

5)La incorporacion y el transporte de las 2 auxinas difiere significativamente De acuerdo con
estidios de Epstein et al (1993) y de Ludwig-Miiller y Epstein (1993), citados por Epstein y

Ludwig-Miiller (1993), el AIB se incorpora mas rapidamente.

Hasta ahora no se ha demostrado si el AIB es capaz de ejercer un efecto directo y
mas potente que el del AIA, tampoco se ha encontrado que las enzimas que hidrolicen los
con ugados para producir auxinas libres se eleven en las fases criticas del enraizamiento y que
presenten mayor afinidad por los conjugados de AIA, que las enzimas con actividad oxidativa
de las auxinas descompongan con mas facilidad al AIA, o que la afinidad del AIB hacia los

posinles receptores sea mayor.

El sistema mas estudiado para proporcionar ideas acerca del mecanismo de accidn de
las auxinas es el del alargamiento de coleoptilos. Rayle y Cleland (1979, 1992) han propuesto
para explicar el alargamiento inducido por auxinas la teoria del crecimiento por aciditicacion,
que supone que las auxinas estimulan la expulsion de protones hacia el apoplasto,
provocando este proceso el reblandecimiento de la pared celular, como un evento necesario

para que las celulas se alarguen.



La teoria del crecimiento por acidificacion predice que una solucion con pH (4.5 2 5)
idéntico al del apoplasto de tejidos tratados con auxinas deberia inducir el alargamiento a una
velocidad comparable a la obtenida con auxinas. En experimentos desarrollados por el grupo
de Cleland en 3 laboratorios se produjo un alargamiento 3 veces mas rapido a pH 5 que a pH
6 6 6.5 en segmentos de coleoptilo de avena, chicharo y maiz y la tasa de alargamiento fue
comparable a la provocada por auxinas (Cleland et al, 1991). Arf y Newman (1993)
encuentran que el AIA 10 uM causa un eflujo de protones que provoca un aumento a |5
nmoles m? s a partir de un flujo normal de 10 nmoles m™ s™'. La fusicoccina (que promueve
la acidificacion del apoplasto) provocd un alargamiento de 60-75% con respecto a la que es
inducida por el AIA (10 uM), sugiriéndose que esta acidez inducida haria una contribucién

principal al crecimiento provocado por auxinas (Cleland, 1994).

Se };a cuestionado la validez de la teoria del crecimiento acido inducido por auxinas,
en tanto que se deben remover las capas celulares mas externas para obtener evidencia que
la sonorte, y que la epidermis es el tejido blanco para las auxinas, sin embargo, evidencias
recientes sugieren que debe reevaluarse el papel de la epidermis puesto que se ha
demostrado que ésta no es el Gnico tejido blanco para el alargamiento inducido por auxinas

(Petes, Richter y Felle, 1992).

Se habia carecido de evidencia concluyente que indicara que el AIA primeramente
reduce el pH de la pared celular, hasta el estudio reportado por Arif y Newman (1993), en el

que midiendo flujo idnico con un microelectrodo en coleoptilos de Avena sativa, se detecta
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un flujo normal de protones de 10 nmoles m~2 s-! y cero flujo de calcio. La fusicoccina (I

mM) provoca un eflujo inmediato no s6lo de protones sino también de calcio de

aproximadamente 110 nmol.m-2 s-1 en cada caso. También hiperpolariza la membrana de -

65 mV a -135 mV y asi permanece por 30 min. Se interpreta en este estudio que la

fusicoccina causa la extrusion de H' del citoplasma, que se intercambia desplazando al Ca2™

asociado a la pared celular. La aplicacién de AIA 10 uM causa un incremento transitorio de

efltjo de HT en cerca de 15 nmoles.m=2 s~ (de 5 nmoles m=2s-1 a 19 nmoles m-2s71) con
una fase de retraso de aproximadamente 10 min. Se reconoce esta fase, por despolarizarse la

merabrana en 7-10 min seguida de hiperpolarizacion en los proximos 20 min. La aplicacion
de AIA decrementa el influjo de Ca2Z* de 20 nmoles m2s-1 a cero en 10 min. Se argumenta

que este eflujo de Ca2* (0.2 mmoles m~2 en 40 min) debe provenir en su mayor parte de la
pared celular y que su liberacion de la pared podria ser explicada por el modelo de los acidos
débiles de Donnan-Manning para el intercambio de iones en paredes celulares (Richter y
Dainty, 1990) que postula lo siguiente: En las paredes celulares de las células vegetales, las
células estan interconectadas por una matriz de materiales no celuldsicos, que contienen
acidcs urdnicos de hemicelulosa y polimeros de pectina, aminoéacidos de glicoproteinas y
atin fenoles de las ligninas. Asi, las paredes celulares pueden ser consideradas como un
sistemia de polimeros de acidos débiles. A cualquier pH de las paredes (pH,,), una
proporcion de los polimeros de la pared estaran protonados. Los acidos débiles disociados
remarentes de los polimeros de la pared actuan como pohaniones. De acuerdo con Manning
(1969), cuando la densidad de carga lineal a lo largo de los polimeros es mayor que el de un

valor critico, los iones de carga contraria (los cationes) con la mayor valencia pueden quedar

)
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unidos electrostaticamente a los polianiones. El modelo de acidos débiles de Donnan
Manning extiende el modelo béasico de Donnan de tal manera que ademas del espacio libre

de agua y del espacio libre de Donnan, hay un espacio de condensacion para los iones. En
las paredes celulares, el Ca2™" es el principal cation de mayor valencia (z; = 2). Por lo tanto
bajo estas condiciones, parte del calcio estara en el espacio de condensacion, la mayoria del

CaZ* restante se encontraria en el espacio libre de Donnan con una pequefia cantidad en el
especio libre acuoso (figura 12). Sentenac y Grignon (1981) sefialan que los protones
pueden reemplazar al calcio asociado a los acidos urdnicos y en vista de ello, la acidificacion
de lz pared puede resultar en el reblandecimiento de la misma, por la ruptura de puentes de
calcio entre acidos uronicos en las pectinas de pared. Por otra parte, Mizuno y Katou
(1992), presentan evidencia que indica que la excrecion de protones por la membrana
plasmatica que limita al simplasto del parénquima con respecto al apoplasto del xilema en
Vigna unguiculata, es promovida por el AIA y la adicion de sales de calcio, potasio y
magnesio intensifican la acidificaciéon del apoplasto, en vista de que estos cationes son
intercambiados en la pared celuiar, reduciendo la capacidad para retener protones por parte
de es:a estructura; tal vez por causa de este intercambio, el K' sea capaz de promover la
formacion de raices adventicias en algunas plantas (segmentos de Phaseolus vulgaris,
Phaseolus aureus, y cotiledones de Cucumis sativus) por la adicion de KCl en
concentraciones milimolares, observandose ademas, que el efecto del KCl sobre lotes
tratados con AIA fue aproximadamente aditivo Zhao et al (1991), aunque el crecimiento de

coleoptilos de Zea mais inducido por auxinas ha probado ser fuertemente inhibido por KCl!



ImM o a concentraciones mayores, sin que haya hasta ahora una explicacién para este

efezto (Cleland, 1991).

Otro punto de vista es e} que proponen Maruyama y Boyer (1994) quienes concluyen
que la auxina actha principalmente en el metabolismo de las paredes celulares,
marifestandose esta actividad con un cambio en la velocidad de crecimiento y en la
turgencia. Yamamoto (1994) sugiere que las auxinas estimulan el alargamiento a través de ia
formacién de insaturaciones en los 4cidos grasos de la membrana, en vista del
“descubrimiento del producto de la expresion del gene regulado por auxinas (ARG1) que es

una lesaturasa.

Otras sustancias relacionadas con la formacién de raices adventicias.

Se han encontrado diversas sustancias que potencian la actividad promotora de las
auxinas en la formacién de raices adventicias. Entre ellas, resaltan los carbohidratoes, las
vitaminas, las poliaminas y los compuestos fenolicos (Weaver, 1972: Jarvis. Yasmin y

Coleman, 1985, Hausman, Kevers y Gaspar, 1995).

Compuestos Fenolicos

Varios compuestos fenolicos son sinergistas de las auxinas, promoviendo tanto el
alargaimiento de tallos como la formacion de raices laterales (Weaver, 1972: Jones, 1976;
Heged s y Phan, 1983; Hartman y Kester, 1983; Jarvis, 1986). Balasimha y Subramonian

(1983} encontraron un marcado efecto sinérgico sobre la formacion de raices adventicias



SIMPLASTO APOPLASTO

FIGURA 12. Se representan el simplasto, y el apoplasto, se ilustra la pared celular con
cargas negativas derivadas de los dcidos urénicos de las hemicelulosas. El Ca® que
normalmente estd asociado estos polianiones, puede ser desplazado por efecto de la
acidificacion promovida por las H' ATPasas de membrana.




provocado por el acido p-hidroxibenzoico en segmentos de talto de cacao. Gesto et al
(1977) encontraron que 2 fracciones obtenidas de Salix viminalis tuvieron efectos
sinergisticos sobre la promocion del enraizamiento en frijol. Una de ellas tuvo efectos sin la
adicion de AIA, encontrandose que contenia una gran cantidad de catecol. James y Thurbon
(1981b) reportaron que el floroglucinol (FG) actia como sinergista de auxinas en el rango
de concentraciones de 16.2 a 1620 mg/t en la variedad de Malus pumila M.9. La
combinacion mas favorable aplicada a cultivo de tejidos fue de 3 mg/l de AIB y 1620 mg/!
de F(5. Mi grupo de trabajo también ha encontrado que el FG tiene una actividad promotora
en la formacion de raices adventicias en segmentos de Phaseolus aureus (resultados no
publicados). Riov y Yang (1989) reportaron que.la habilidad de los acidos 3.5-
dihalofendlicos para estimular el enraizamiento en segmentos de frijol mungo fue similar a su
actividad biologica en otros sistemas vegetales. Basu y colaboradores (1969) reportaron que
los acidos fendlicos promovieron la actividad del AIA hasta 3 veces, a concentraciones de 1
a 10C0 mg/l. Larqué-Saavedra y Reyes (1988) reportaron que el acido acetilsalicilico

estimi 16 la formacién de raices adventicias en Phaseolus vulgaris.

Una aproximacion mas hacia la comprensién de la importancia de los compuestos
fenolicos en el enraizamiento ha sido la busqueda de una correlacién entre niveles endogenos
y la dificultad del enraizamiento. Méndez y colaboradores han aislado acidos fenélicos a
partir cle estacas de especies lefiosas (Salix, Quercus, Juglans) y han estimado su contenido

en plartas de facil y dificil enraizamiento. Se ha encontrado que las especies dificiles de




enraizar ((Quercus robur y Fraxinus excelsior) contienen mucha escopoletina (figura 13) que
interfiere con la formacion de raices (Méndez et al, 1968). El acido p-coumarico (figura 13)
estit presente en las 6 especies de facil enraizamiento mientras que esta ausente en 4 especies

de dificil enraizamiento.

Los 4cidos p-hidroxibenzoico y trans cindmico (figura 13) influyen positivamente en
comrbinacién con el AIA en el proceso de iniciacion de raices a concentraciones de 10-150
mg/, pero a concentraciones de 200 mg/l o mayores producen una fuerte accion inhibitoria

(Kefeli y Kadirov, 1971).

Se ha interpretado que estos compuestos funcionan como inhibidores de la actividad
de AIA oxidasa de peroxidasas (Lee et al, 1978; Lee et al, 1982), funcionando como agentes
que mantienen el nivel endégeno de auxinas (Garcia-Florenciano et al, 1990), o que desvian
la degradacion del AIA hacia la formacion de derivados no oxindélicos (Grambow vy
Lagenbeck, 1983). Ferrer et al (1992) reportan que las isoflavonas aisladas de Lupinus
inhiben la actividad de AlAox en concentraciones del orden de 19 y 40 uM en 50 y 90%
respestivamente, y que el gradiente de distribucion de éstas a lo largo de los hipocotilos
sugiere que la actividad de AlAox de las peroxidasas extracelulares es fuertemente regulada
por inhibidores durante el desarrollo de las células vegetales. Sin embargo, también se ha
encontrado una correlacién entre un aumento en la actividad de peroxidasa y el tratamiento
con auxinas y compuestos fenolicos, Balasimha y Subramonian (1983) reportan que la

actividad de peroxidasa en cacao (Theobroma cacao) fue mas alta en los tratamientos con
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Figura 13. Se muestran algunas formulas de compuestos fendlicos

AIB y acido p-hidroxibenzoico en esta etapa y el nimero de isoperoxidasas también fue
mayor. También se ha reportado que los fenoles disminuyen la formacion de radicales
peroxido (Larson, 1988) o que funcionan como trampas de radicales libres R’ que participan
en la cadena de reacciones que llevan a la oxidacion del AIA (Krylov et al, 1993) y que

afectan la respiracién mitocondrial (Nanda y Dhawan, 1976).



Ciertos compuestos fendlicos con actividad desacoplante como el DNP actaan como
sinargistas de las auxinas en frijol Azuki (Vigna angularis) desprovisto de yemas (Mitsuashi-
Karo y Shibaoka, 1981); en germinados de Phaseolus vuigaris, el DNP incrementa el
naraero de raices adventicias sin el suministro exdgeno de auxinas, aunque los segmentos
tratados poseian hojas y yemas, presentandose por tanto condiciones propicias para

encontrar auxina endogena (Krull, 1968).

Se ha considerado que los compuestos fendlicos deben tener una disposicion de
grupos funcionales determinada para mostrar actividad. sugiriéndose que solamente son
activos los ortodifenoles; sin embargo, los acidos 3-5-dihalo-4-hidroxibenzoicos y ef 2,4-
dinitrofenol (DNP), los cuales no son ortodifenoles,'promueven activamente la formacion de
raices adventicias en segmentos de frijol mungo {(Phaseolus aureus) (Riov y Yang, 1989).
Estos resultados son inconsistentes con el requerimento estructural definido por Hess: Un
compuesto fendlico que posee grupos hidroxilo adyacentes o en posicidn para, estimula ia
formacidn de raices laterales (Hess, 1969). Otros reportes cuestionan la significancia de este

requerimento estructural (Bose et al, 1972; Gorter, 1969; James y Thurbon, 1981a).

Poliamznas

Las poliaminas han sido implicadas en diferentes respuestas morfogenéticas
incluvendo la embriogénesis somatica (Feirer et al, 1984), el alargamiento celular (Lee y Lin,
1996, la formacion de flores (Torrigiani et al, 1987} y la formacion de raices adventicias
(Sankhla y Upadhyaya, 1988; Torrigiani et al, 1989; Hausman et al, 1995). Estudios sobre

formacion de raices adventicias usando el bioensayo del frijol mungo establecieron una
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estrecha correlacion entre los niveles incrementados de poliaminas endogenas y la formacton
de raices adventicias estimulada por auxinas (Friedman et al, 1982 y Jarvis et al, 1983).
Altamura et al (1991) encuentran que los inhibidores de la biosintesis de poliaminas en
Nicotiana tabacum deprimieron el proceso rizogénico. En hiedra inglesa (Hedera helix), la
adicion de acido naftalenacético (ANA) estimula el enraizamiento en fase juvenil pero no en
fase madura, mientras que la adicion de putrescina, espermina o espermidina, con o sin ANA
no estimula la formacion de raices, en cualquiera de las fases, aunque la fase madura
contiene mayores niveles de putrescina (Geneve y Kester, 1991). Numerosos investigadores
han sugerido que las poliaminas son capaces de modular la accion de las hormonas vegetales
a traveés de un mecanismo fundamental comuin a todas las células vivientes (Altman, 1989).
Rey et al (1994) reportan un fuerte efecto positivo de las poliaminas sobre el enraizamiento
de microtallos de avellana (Corplus avellana L)) adultos cuando se administran en
combinacion con AIB. Mas recientemente, Hausman et al (1995), encuentran que la
putrescina promueve la formacion de raices adventicias en Popuius, y también lo hace un
inhibidor de la sintesis de espermidina (la ciclohexilamina), mientras que la adicion de

espermidina se opuso al efecto promotor del ANA.

Interaccion hormonal y elementos de respuesta.

La influencia de las hormonas vegetales sobre los niveles enddgenos de otras
hormonas es indicativa de la complejidad de la interaccidn hormonal en la regulacion del

crecimiento y desarrollo vegetal. Cuando uno aplica auxinas a tejidos vegetales in vivo o in
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vitro, la interpretacion de los efectos deberia tomar en cuenta la evidencia de que la
incorporacion, metabolismo, rango de efectos secundarios y la magnitud de los efectos
directos de la hormona, son dependientes de la presencia de otras hormonas. Ademas cada
uno de estos factores puede ser modificado por una variedad de parémetros ambientales. Se
sabe que factores como la luz , la temperatura y el estrés de humedad modifican el balance
hormonal de células de todos los tipos de drganos vegetales. Asi, la respuesta de los tipos
particulares de células es fuertemente influenciada por la historia reciente de exposicion de la

planta a parametros ambientales (Evans, 1984).

La traduccion de sefiales probablemente ocupa las actividades de la mayoria de las
proteinas de las células vegetales. Las secuencias de traduccion de sefiales empiezan con un
receptor a la sefial. La variacion en el namero y afinidad de receptores y su distribucion
puede aiterar la sensibilidad celular y la sensibilidaci cambia durante el desarrollo; la figura 14
ilustra como mediante el control de los niveles de auxina y la sensibilidad de los receptores
se pueden controlar respuestas como el alargamiento celular. Adicionalmente, debe haber
diferentes receptores para la misma sefial, que generen una respuesta mas compleja. Los
receptores a la luz roja, a las auxinas y al calcio han sido bien caracterizados y aquellos que

reciben la luz azul y el etileno no estan muy lejos de serlo (Allan y Trewabas, 1994).
La H'ATPasa de membrana plasmatica es una enzima clave en la respuesta de la

sélula vegetal a varios estimulos externos e internos y juega un papel importante en la

expansion celular, iniciacion de la division celular y en las respuestas de las células a la luz, a
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Figura 14. Se ilustra el control de los niveles y la sensibilidad de auxinas. Tomado de
Brock, 1993. Se representan las diferentes vias que pueden controlar tanto los niveles de
auxinas como la sensibilidad y concentracion de los elementos de respuesta del sistema.

las fitohormonas, al estado nutricional y a las fitotoxinas (Serrano, 1989). Lanfermeijer y
Prins (1994) reportan una considerable estimulacién de esta enzima con fusicoccina,
previamente al aislamiento de membrana plasmatica. El pH optimo de actividad es de 0.6,

que permite un bombeo més activo cuando aumenta la concentracion de H' en el citosol (el

pH normal es de 7.2 a 7.5), su Km para el ATP oscila entre 0.3 y 1.4 mM y puede ser



inhibida especificamente con vanadato, diciclohexilcarbodiimida, dietilstilbestrol y eritrosina
B, pero no es inhibida por azida de sodio u oligomicina (que inhiben la H ATPasa de
mitocondria y cloroplasto, ni por nitrato (que inhibe la H'ATPasa de vacuola) ni por

molibdato (que es un inhibidor no especifico de fosfatasas) (Michelet y Boutry, 1995).

Citocininas, giberelinas y etileno

Citocininas. El papel de las citocininas en la formacién de raices es un topico que
tiene mas preguntas que respuestas. Mas alla de esta situacion, parece ser que las citocininas
influyen en la movilizacién o en la proteccién de otras sustancias, méas que en un papel
directo sobre la formacion de raices adventicias, aunque el efecto que se logra al administrar
una cierta proporcion de auxinas y citocininas en la diferenciacion de los tejidos indica
claramente lo que aun ignoramos en cuanto a la relevancia que tienen en la organogenesis
{(Van Staden y Harty, 1987). En funcion del tejido que las produce, las citocininas deben
jugar un papel crucial en las raices, ya que las regiones apicales de éstas son uno de los sitios
esenciales de su biosintesis (Short y Torrey, 1972; Zavala y Brandon, 1983 y Chen et al,

1985).

Bourquin y Pilet (1990) concluyen que la aplicacion de zeatina (la primera citocinina
natural que se descubrié) inhibe el crecimiento de raices mediante la modificacion del nivel
sndégeno de AIA, de acuerdo a la sensibilidad inicial de las raices hacia la citocinina,

concordando con lo reportado por Nissen (1985 y 1988) y Guern (1987). Malik y Saxena
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(1991) demuestran que el efecto de aplicar N-bencilaminopurina en el medio de cuitivo de

Phaseolus vulgaris, es el de incrementar 7 veces la regeneracion de raices.

Giberelinas. La inhibicién de la formacion de raices por las giberelinas depende del
tiempo de aplicacion. Si éstas son aplicadas entre el dia 0 y el 3-4, la respuesta tipica sera la
inhibicién del proceso. Las condiciones de iluminacion pueden modificar el efecto de las
giberelinas. Las auxinas generalmente disminuyen el efecto inhibitorio de las giberelinas
(Hansen, 1987). Sebanek et al (1991) reportan que la aplicacidn combinada de paclobutrazol
(inhibidor de la biosintesis de giberelinas) y 4cido indolacético en soluciones de inmersion,
promueve significativamente la rizogénesis en segmentos de Ligustrum vulgare. Este efecto
se correlaciona con un aumento en el nivel de AIA enddgeno que se registra ante los
tratamientos con paclobutrazol. Burkhart y Meyer (1991) reportan que los inhibidores de
sintesis de giberelinas promueven el enraizamiento en pino blanco (Pinus strobus). Smith y
Thorpe (1975b) encuentran que las giberelinas promueven el establecimiento de algunas

fases en la diferenciacion hacia raices adventicias en Finus radiata.

Etileno. El efecto del etileno sobre la formacion de raices adventicias es altamente
variable dependiendo de la especie de planta y de las condiciones ambientales y fisiologicas.
J.a promocion del enraizamiento se ha reportado mas frecuentemente en plantas intactas, con
respecto a su efecto en segmentos; mas en herbaceas que en lefiosas y mas en las especies que
tienen iniciales de raices preformadas que en las que carecen de ellas. Aunque no existe

consenso, la mayor parte de las evidencias sugieren que el etileno endégeno no esta



directamente involucrado en el enraizamiento inducido por auxinas (Mudge, 1987), pero si se
le atribuye un papel de aumento en la sensibilidad hacia las auxinas (Smalle y Van Der

Stracten, 1997),

Los reguladores del crecimiento, el balance energético y la respiracion.

Los niveles de ATP se han podido estimar en algunas especies vegetales,
reportandose para plantas superiores un rango de 5 a 200 nmoles/g de peso tresco (Pradet y
Raymond. 1983). Aunque es escasa la literatura que sugiere la vinculacion de los procesos
bioenergéticos en la regulacién de fendmenos como la diferenciacion celular, tiene particular
relevincia el efecto que provocan los reguladores del crecimiento sobre el metabolismo
energético, por ejemplo Haissig (1990) reporta que los niveles de ATP en Piny banksianu

disminuyen en un 25% en los lotes tratados con la auxina N-fenil indolil-3-butiramida.

Las escasas citas que refieren algin efecto de los reguladores del crecimiento sobre la
respiracion se indican a continuacion: Chauveau et al (1983) y Dizengremel et al (1982)
reportan que la bencilaminopurina (BA) es un potente inhibidor del transporte electranico
resistente al cianuro en mitocondrias vegetales, reportandose en el Gltimo caso que el sitio de
interaccion es diferente del de otros inhibidores de esta via tales como el acido salicil
hidroxamico (SHAM). Ademas, Chauveau et al (1983) reportan que la BA tiene un segundo
sitio de accion que es comin al sitio de inhibicion de la rotenona de la via sensible al cianuro

de mitocondrias de papa, al usar malato como sustrato oxidable.

Roussaux et al (1983) encuentran que no solamente las citocininas tienen este efecto
inhibitorio sobre la respiracion mitocondrial, sino que los compuestos relacionados con
auxinas: acido trilodo benzoico (TIBA) y acido 2, 4-diclorofenoxiacético (2, 4-D) inhiben

tanto la oxidacién del succinato como la del malato via fa malato deshidrogenasa. Ravanel
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(1936) ha reportado actividad desacoplante por parte de compuestos fendlicos como las
flavonas y flavonoles sobre la fosforilacion oxidativa en mitocondrias vegetales y Robert et al
(1975) reportan la actividad desacoplante de la fosforilacion oxidativa, del acido 3,5-diiodo-

4-hidroxibenzoico (DIHB) en berro (Nasturtium officinale).

Ademés de los reportes que evidencian la participacion de los reguladores del
crecimiento mencionados (citocininas y auxinas) en la alteracion de la respiracion
mito Sondrial, también se ha demostrado la participacion de substancias en la diferenciacion
celular, con capacidad probada para alterar los procesos energéticos como la fosforilacion
oxidetiva. Nanda y Dhawan (1976) observan un incremento en la formacién de raices
adventicias en segmentos de hipocotilos etiolados ante la aplicacion exdgena de 2, 4-
dinitr>fenol (2.72 x 10° M), conocido desacoplante de la fosforilacion oxidativa. Riov y
Yang (1989) encuentran que el DIHB que es otro conocido desacoplante y nuevamente el
2,4 dinitrofenol (DNP), estimulan la formacién de raices en segmentos de frijol mungo (#.
aurens). Los autores sugieren que el mecanismo de accién de los compuestos fenélicos en la
estimulacion de la rizogénesis podria atribuirse a que se mantenga un alto nivel de AIA libre,
como consecuencia de la disminucion en la disponibilidad de ATP. que seria necesario para
la conjugacion del AIA. La interpretacion anterior se fundamenta también en que los mismos
autores encuentran que el DIHB inhibe la conjugacion del AIA, y que el DNP (Lau et al.
1974) iy otros compuestos fendlicos (Lee, 1980) también inhiben la conjugacion. Por otra
parte, de acuerdo a Robert et al (1976b), la descarboxilacion del AIA es también inhibida

por el DIHB. Sin embargo Riov y Yang (1989) sostienen que la interaccidn de los
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corapuestos fenodlicos debe ser mas compleja, ya que el tratamiento combinado de AIA con
los fenoles desacoplantes deberia llevar a una mejor respuesta rizogénica, sin que esta se
hay1 obtenido en los experimentos que ellos realizaron., ademas de que el carbonilcianuro 3-

clorofenilhidrazona (CCCP, que es otro desacoplante), no estimuld la formacion de raices.

Peroxidasas, AIA oxidasas y rizogénesis.

Se han sugerido 3 hipotesis en relacion con las isoenzimas involucradas en la
oxidacién del AIA. La primera considera que los 2 tipos de actividad (AIA oxidasa y
peroxidasa) estan presentes en enzimas distintas .que ademas se pueden separar (Sequeira y
Mineo, 1966 y Talwar et al, 1985). La segunda considera que los 2 tipos de actividad
residen en una misma enzima (peroxidasa) pero con 2 sitios activos y la tercera sefiala que
en un miembro de la familia de las isoenzimas de la peroxidasa, puede residir la actividad de

oxidasa del AIA (Gaspar et al, 1982).

El control del nivel endogeno de auxinas es uno de los factores que mas
estrechamente se ha relacionado con la capacidad rizogénica de las especies hasta ahora
estudiadas. Se ha atribuido un papel especialmente importante en este proceso de control a
las peroxidasas. Estas son enzimas cuya funcién primaria es oxidar moléculas a expensas de
perdxido de hidrogeno. Segin lo refieren Gaspar et al (1982), a partir de 1918 se mostro
que la actividad peroxidasa era ampliamente encontrada en plantas. Durante el periodo de
1918 a 1931 se purificod la enzima y su actividad fue registrada mediante la oxidacion de

pirogalol a purpurogalina. En 1931 se mostré que la peroxidasa era una hematina {Saunders




et al, 1964). Amako (1994) reporta que son muchos los sustratos sobre los que actua el tipo
mas coman de peroxidasa, que corresponde a la lamada Peroxidasa del Guaiacol y que este
tipc: de peroxidasa interviene en {a biosintesis de lignina (Polle et al, 1994) y en el desarrollo
y organogénesis de las plantas via la degradacion del AIA o la biosintesis de etileno. Este
tipo de peroxidasa (peroxidasa de plantas superiores: donador:H,O, oxidorreductasa EC
1.11.1.7) puede utilizar, como su nombre lo indica, una variedad de donadores para reducir

al origeno que constituye al H,0,

Hace 50 afos que se descubrieron las formas multiples de las especies de peroxidasas
separables por electroforesis (Clarkson et al, 1992). Tales isoenzimas se clasifican en formas
catidaicas 6 anidnicas, segin se unan o no a la carboximetilcelulosa (Shannon et al, 1966).
Las isoenzimas aniénicas y catidnicas del rdbano (Armoracia rusticana) se distinguen entre
si por diferencias en la composicion de aminoacidos y de carbohidratos, por su movilidad
electroforética, su sensibilidad a inhibidores y diferentes Kms aparentes para sus sustratos

(Kim y Kim, 1996).

La peroxidasa es probablemente la enzima que presenta mayor numero de isoformas
(cerca de 42 en el rabano) (Gaspar et al, 1982). Ademas de la oxidacion peroxidativa de
moléculas donadoras de electrones, varias reacciones son catalizadas por peroxidasa:
oxidac.ones aerobicas, hidroxilaciones de moléculas aromaticas, formaciéon de etileno y

halogenaciones (Gaspar et al, 1982).
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De acuerdo con Gaspar et al (1982), las peroxidasas e isoperoxidasas se han
purificado de diversas plantas y no parecen tener variacidn significativa en tamaiio (de 40 a
50 KD), espectro de absorcion o actividad. Sin embargo, van Huystee (1987) reporta pesos
moleculares de 33 890 para la peroxidasa C (peroxidasa catidnica) de rabano y 31 060 para
la peroxidasa de nabo. Las peroxidasas constan de una glicoproteina incolora combinada a
una ferriporfirina roja-parda (Gaspar et al, 1982) habiéndose observado en chicharo que en
el primer dia de un periodo de 4 dias predomina la peroxidasa no glicosilada y al cuarto dia
la forma glicosilada (Darbyshire, 1973). Se ha confirmado la unién de calcio a 2 isoenzimas
de la peroxidasa de Armoracia rusticana. El calcio contribuye a mantener la conformacion
estructural de la isoperoxidasa C. La peroxidasa C libre de calcio se reconstituye por la

adicion de este ion y recupera su actividad (Gaspar et al, 1982).

Las peroxidasas de plantas forman con los peroxidos, generalmente tres tipos de
compuestos llamados compuestos 1, II y III, que tienen espectros de absorcion
caraﬁteristicos. Los compuestos 1 y Il se forman solamente en presencia de baja
concentracion de peréxido. Las siguientes reacciones han sido confirmadas para la oxidacion

de mo éculas donadoras catalizadas por peroxidasa:

Peroxidasa + H,O, —  Compuesto |
Compuesto I + AH, ——  Compuesto II + AH + H,0
Comipuesto II + AH, ——+  Peroxidasa + AH + H,0

2AH —— A+ AH; (0 AH-AH)
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Entre los mecanismos de reacciéon sugeridos para esta enzima destacan el de
Yarnazaki y colaboradores (Yamazaki et al, 1960), quienes proponen que se forman
radicales libres derivados de las moléculas donadoras de electrones; otro modelo, contempla
la actividad oxidativa de la peroxidasa en ausencia de perdxido proponiéndose también la
formacioén de radicales libres (Klapper y Hackett, 1963). Apoyandose en este Gltimo modelo,
Ricerd y Nan (1967) han propuesto un mecanismo..anélogo para la oxidacion del AlA que
involucra la reducciébn de la ferriperoxidasa y la formacion subsecuente de
oxiferroperoxidasa. Fox et al (1965); Fox y Purves (1968); Kenten, (1955); Ray, (1956);
Ray y Thimann, (1956); Morita et al, (1962) y Hinman y Lang, (1965), también han
explicado la oxidacidon del AIA en ausencia de perdxido. A partir de estos trabajos, que a
pesar de ser antiguos son vigentes, se considera que el producto dominante en

concentraciones altas de enzima es el indol 3-aldehido, ademaés se forma 3-metilenoxindol.

La enzima oxida Mnt2 a Mn*3 y el AlA es oxidado subsecuentemente en reacciones
no catalizadas enzimaticamente a 3-metilenindolenina, que formaria tipos y cantidades de

productos determinados por el pH y composicion de la mezcla de reaccion.

Una pequefia adicion de peroxido de hidrogeno elimina la fase de retraso
comur.mente observada en la oxidacion no peroxidativa del AIA y promueve la oxidacion
del ALA que consume oxigeno bajo ciertas condiciones experimentales; la catalasa no inhibe

esta oxidacién en determinadas condiciones, aunque si la reduce (Ray, 1958).



Consecuentemente, el papel del peréxido no parece ser esencial, ain como iniciador de la
reaccion; no obstante, Kokkinakis y Brooks (1979b) sostienen que el peroxido se requiere
para iniciar la formacién y acumulacidn de intermediarios. Talwar et al (1985), han obtenido
fracciones con actividad de AIA oxidasa peroxidativa y no peroxidativa, a partir de una
preparacidon enzimética cruda de frijol mungo. Se ha demostrado también utilizando
superoxido ‘dismutasa, que los aniones superdxido no estan involucrados en esta oxidacion
del AlA, ya que esta oxidacion no es inhibida al adicionar dicha enzima. El AIB y el AIP
(acido indolpropionico) que parecen incapaces de reducir al peroxido, no son degradables en
ausencia de esta sustancia. La imposibilidad de inhibir completamente la degradacion del
AIA con concentraciones altas de catalasa (lo suficientemente altas para inhibir
comgpletamente la peroxidacion tipica de AIB y AIP) no puede interpretarse sino como
oxidacidn parcial del AIA sin requerimento de peréxido (Gaspar et al, 1982). Es reforzada
esta .nterpretacion por el trabajo de Grambow y Lagenbeck Schwich(1983), quienes
propanen la existencia de una ruta degradativa para el AIA sin {a participacion del peroxido

de hidrégeno.

Las peroxidasas juegan un papel clave en el proceso de formacion de lignina (Gaspar
et al, 1982; Baier et al, 1993). Se ha reportado también que las peroxidasas asociadas a las
paredes celulares de la raiz del rabano catalizaron la formacion de H,0, en presencia de
NADH con la ayuda de un sistema malato/oxalacetato de membrana plasmatica. El H,O,

producido podria emplearse en las reacciones de entrecruzamiento que fllevan a las
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gliceproteinas ricas en hidroxiprolina (extensinas) a unirse idnicamente con los polisacaridos

acidos de la pared celular (Brownleader et al, 1993 y referencias ahi citadas).

Se ha demostrado que existen peroxidasas en pared celular y en sistemas
membranosos endocelulares (Goldberg et al, 1986):'y si bien algunas veces se ha reportado
actividad en mitocondrias y cloroplastos, los estudios citoquimicos no confirman esta
localizacion, sugiriéndose que la actividad encontrada sea el resultado de contaminacion por
otras fracciones celulares (Gaspar et al, 1982). La asociacion de las isoperoxidasas a la
pared celular se produce tanto por unién covalente como por interacciones idnicas (Ridge y
Osborne, 1971). Mas recientemente se ha reportado (Zheng y Van Huystee, 1992a) la
localizacién en el citoplasma de hipocotilos de cacahuate de una peroxidasa aniénica que
tiene mayor afinidad por el AIA y el acido ascérbico en presencia de perdoxido de hidrogeno
que la peroxidasa cationica de la pared celular aislada del mismo tejido. La peroxidasa
cationica demostrd tener un papel importante en las funciones de la pared celular,
incluyeado la oxidacion de tirosina y feruloil-pentosanos, mientras que se considera que la
peroxidasa anionica citosélica desarrolle un papel importante en el sistema de defensa en

contra del estrés peroxidativo y en el proceso de crecimiento.

J.a actividad de AIA oxidasa o peroxidasa es controlada por la relacion
sintesis/degradacion de isoenzimas, por la presencia de sustancias que controlan la actividad

en cada compartimento y por la transferencia de enzimas de un compartimento a otro.

n
L% )



Dentro de las sustancias que controlan la actividad de las peroxidasas se distinguen
los compuestos fendlicos (Zheng y Van Huystee, 1992b), el calcio y otros iones. El calcio
puede activar enzimas preexistentes, fijar a las peroxidasas a membranas determinadas o

provocar su liberacion hacia afuera de la célula por exocitosis (Gaspar et al, 1982).

Entre los procesos fisiolégicos mediados por peroxidasas se encuentra la rizogénesis;
para este proceso se constderan importantes los efectos que las peroxidasas tienen sobre el
catabolismo de auxinas (Bansal y Nanda, 1981; Garcia-Florenciano et al 1991; Gaspar et al.
1982; Srivastava y van Huystee, 1977 y Valpuesta y Buckovac, 1983) y sobre la formacion
de lignina y biogénesis de la pared celular (Haard, 1977; Gaspar et al, 1985 y Bolwell,

1988).

La evidencia mas comun y directa para considerar involucradas a las peroxidasas en
el catabolismo de auxinas ha sido la correlacion entre la actividad de peroxidasa de un
extracto, la capacidad del mismo para degradar AIA y el desarrollo del fendémeno
fisiolo gico. Algunas veces se ha correlacidnado el nivel enddgeno de auxinas. Se tienen

también evidencias mas indirectas (Gaspar et al, 1982), que provienen de estudios sobre los

efectos de la aplicacion de efectores positivos (Mn™2 | fenoles monosustituidos) o negativos
(polifenoles) (Garcia-Florenciano et al, 1990), o de la variacion endégena de algunos de
estos efectores en relacion a la fase particular del fendmeno fisioldgico estudiado. Se ha
reportado que la presencia de compuestos fenolicos puede determinar que se formen

derivados oxinddlicos o indodlicos como productos de la actividad de peroxidasa (Grambow



y Lagenbeck-Schwich, 1983). Se han establecido correlaciones mas definidas, a partir del
descubrimiento de Mazza et al (1970) y Ricard y Job (1974) que las isoperoxidasas mas
basicas (catidnicas) tienen mayor capacidad para destruir al AIA in vigro a pH acido y en

ausecia de peréxido.

Endo (1968) reportd un método para caracterizar las isoformas de la AlAox, basado
en la tincidn de un intermediario no identificado de la degradacion del AIA con una sal de
diazoyio para formar un complejo coloreado insoluble, con la cual se abrieron varias
posibilidades para estudiar la posible participacion de las peroxidasas en el control de los
niveles de AIA enddgeno y sus posibles consecuencias en el crecimiento y diferenciacion de

las célilas vegetales (Dencheva y Klisurska, 1982).

Mientras algunos investigadores asignan el papel de destoxificacién a la oxidasa del
AIA (Galston y Davies, 1969; Garcia-Florenciano et al, 1990: Krylov et al, 1993), otros
consideran que esta enzima forma productos de oxidacién que son los causantes de las
respuestas fisiologicas caracteristicas de las auxinas (Basu y Tuli, 1972: Tuli y Moyed.
1969). Gurumurti, Chibbar y Nanda (1974) han encontrado que el metabisulfito de sodio
actia en sinergismo con el AIA, interpretandose que la activacién producida por este
compuesto sobre la oxidacion del AIA catalizada enzimaticamente causé un incremento en
la produccion de raices adventicias; por otro lado, se observéd una completa supresién del
enraizamiento en segmentos de hipocotilo de frijol mungo provocada por la aplicacion de

100mg de un inhibidor proteico de la AIA oxidasa que fue aislado a partir de Hipomoea



fistulosa. El principal producto de oxidacion del AIA (el metilenoxindol) ha sido
involucrado como el efector que interactia a nivel genético para promover la expresion
génica, probablemente a través de su capacidad para reaccionar con grupos SH de histonas
ricas en arginina, que podria resultar en efectos regulatorios (Demorest y Stahman, 1972).
Se ha discutido si las auxinas o sus derivados de oxidacion ejercen la accidn primaria sobre
la rizogénesis, predominando los grupos que sostienen que son las auxinas (Blakesley, 1994
Bial:k y Cohen, 1992; Davis et al, 1988, Thimana, 1977) y no sus productos de oxidacion

(Basu y Tuli, 1972; Tuli y Moyed, 1969; Demorest y Stahman, 1972), las sustancias activas.

El Calcio sus efectos y su posible participacién como segundo mensajero.

La aplicacion exdgena de calcio estimula la formacién de raices laterales en
hipocotilos de frijol mungo (Jarvis y Yasmin, 1985); en los tejidos vegetales, el ion calcio se
encuentra presente en el citosol en concentraciones submicromolares y en compartumentos
extracitosolicos en concentraciones milimolares y se considera que actiia como un segundo
menszjero de sefiales externas que determinan cambios en las células (Hepler y Wayne.

1985), actuando como un elemento de acoplamiento estimulo-respuesta que conceptualmente

implica que un estimulo fisiolégico conduce a cambios en la velocidades de flujo de Ca2™

entre reservorios internos o externos y el citoplasma. El cambio resultante en la

concentracion de Ca2™ libre en el citosol representa la sefial capaz de regular la actividad de
las enzimas blanco respectivas y es asi expresado como un efecto fisiologico (Kauss, 1987).
Dos de los factores que determinan esta distribucion asimétrica son el gradiente eléctrico

a través de membranas bioldgicas y la actividad de ATPasas de membrana que transportan



calcio que estin presentes en plasmalema y tonoplasto y probablemente en plastidos y en

reticulo endoplasmico (Terry et al, 1992). AGn cuando no habia sido posible medir cambios

en a [CaZ?] citosélica, segun lo reporta Kauss (1987), varias respuestas de las células
vegetales ahora han mostrado involucrar cambios locales o globales en la concentracidn
citosSlica de calcio libre (Tester, 1990). Se han empleado miroelectrodos sensibles,
fotooroteinas y colorantes fluorescentes sensibles al calcio, llegandose a establecer por este
med o los cambios en la concentracién de Ca ** citosolico (Terry et al, 1992). Sin embargo,
aun permanece la incertidumbre acerca de las fuentes de los iones calcio responsables de la
elevecion de la  concentracion citosélica. Se mantiene una concentracion de 0.1 puM
gracias al transporte a través de diferentes sistemas membranales que incluyen el
tonoplasto, el reticulo endoplasmico, las envolturas de los plastidos y mitocondrias y la

membrana plasmatica.

Los canales permeables a los iones calcio en cualquiera de estas membranas pueden
ser disparados para provocar un rapido incremento en la concentracion citosolica de iones
calcio (Terry et al, 1992). En células internodales de Chara se encuentra un influjo que

?5'! el cual se incrementa a 2 nmoles m?2 s en soluciones

oscila entre 0.2 y 0.7 nmoles m’
con alla concentracidn de calcio y al doble de este ultimo valor en soluciones con potasio
elevadn. Los resultados son consistentes con la sugerencita que establece que el voltaje
regula la permeabilidad de los canales de calcio (Reid y Smith, 1992). Hasta muy

recientemente (Kluesener et al, 1995) no se habia demostrado la presencia de canales de

calcio en el reticulo endoplasmico de células de plantas superiores y no se sabe mucho
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acerca de los sistemas de transporte en mitocondrias de plantas y plastidos excepto que son
capaces de acumular calcio del citosol (Evans, 1988). La mayor atencion se ha enfocado en
reportes recientes a los canales de calcio en tonoplasto y membrana plasmatica (Terry et al,
1992). Se han encontrado en tonoplasto 2 clases de canales de calcio . Un tipo es abierto por
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y puede ser activado tanto en vesiculas aisladas (Schumaker y
Sze, 1987) como en vacuolas completas (Alexandre et al, 1990). Se asemejan a los canales
de reticulo endoplasmico de células animales en que son inhibidas por heparina, para la que

tienen gran afinidad (Brosnan y Sanders, 1990). El otro tipo es abierto por diferencia de

potencial, es insensible al I[P3 y se caracteriza también porque el ZnZ* y el Gd3* son
inhibidores efectivos para el flujo de corriente (Johannes et al, 1992). Es relativamente
poco lo que se conoce sobre los canales de calcio de membrana plasmatica de plantas.
Los estudios de fijacion de voltaje en Charophytas indican la presencia de un canal
sensible a diferencia de potencial (Shiina y Tazawa, 1987) que es bloqueado por nifedipina
pero es insensible al verapamil (Tester, 1990). La existencia de un canal equivalente a
éste en plantas superiores no se ha demostrado (Graziana et al, 1988). En cambio si hay
evidencia que apoya la existencia de un canal sensible al verapamil en protoplastos de
Amaranthus (Rengel y Elliot, 1992), protoplastos de raiz de Dawncus carota y coleoptilos de
maiz (Zea mays) (Terry et al, 1992). El canal de calcio que reportan Kluesener y
colaboradores (1995) se encuentra en el reticulo endoplasmico de Bryonia dioica es voltaje
dependiente y es bloqueado por Gd™. El gradiente eléctrico puede ser afectado por la

activicad respiratoria o incluso por la accion de auxinas que tienen la propiedad de

hiperpolarizar la membrana plasmatica en protoplastos de mesofilo de tabaco (Barbier-



Brygoo et al, 1989). También se ha reportado que con pequefios cambios en la
corcentracion de iones calcio pueden originarse cambios en la permeabilidad hacia
otros iones, y afectar la turgencia de las células. Las plantas, ademés, pueden generar
gradientes electroquimicos por influencia de la luz, mediante la  actividad fotosintética en
los cloroplastos. En la figura 15 se ilustran los sistemas que transportan calcio en la célula

vegetal.

De Guzman y de la Fuente (1984) sugieren que el nivel de calcio y su transporte
influyen en el transporte basipetalico de auxinas. El transporte de las auxinas se disminuye en
germ.nados que crecen en medios deficientes en Ca™ y este efecto es dependiente de la
concentracion de Ca**  hasta | mM (De la Fuente, 1984). El transporte basipetdlico de AIA
y acido naftilacético en calabaza se reduce cuando se cultiva en niveles reducidos de calcio,
sugiriéndose que la principal lesién responsable de este efecto se da en el eflujo a través del
acarreador de auxinas que podria ser controlado por calcio, por mecanismos ain no

establecidos (Allan y Rubery, 1991).

El calcio activa la calmodulina (CaM) y promueve el transporte basipetalico de
auxinag, mientras que el aluminio inhibe la CaM e interfiere con este transporte (Hasenstein
y Evans, 1988), no se descarta, sin embargo, que los efectos del Ca*" y A" no se restrinjan
a la unién a una sola proteina y que los efectos antes sefialados sean producto de una

coincidencia.
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Obijetivo
El objetivo del presente trabajo fue establecer si las auxinas AIA y AIB afectan los

procesos de formacion de raices adventicias a través de sus efectos sobre la actividad

respiratoria mitocondrial. Para ello se buscé demostrar:

. a)Que la mayor capacidad para promover la formacion de raices adventicias por parte del
AB con respecto al AIA, corresponde con una mayor actividad del AIB como inhibidor de

la respiracion mitocondrial.

b)Que la aplicacion de floroglucinol inhibe la oxidacion de las auxinas, pero que este efecto
por si sélo, no es capaz de elevar la respuesta rizogénica al nivel de las sustancias que

interfieren con la sintesis de ATP acoplada a la respiracion.

¢)Que debe demostrarse la existencia de un sistema que oxide auxinas, localizado en el
apcplasto, de tal manera que los efectos toxicos para las células sean minimos y la

inactivacidn de las auxinas sea eficiente.

d)Que la aplicacion de una sustancia fenolica que promueve la formacion de raices

adventicias, podra afectar la respiracion, o disminuir la oxidacion de las auxinas.

e) Que es mayor la resistencia a la oxidacion de aquellas auxinas que demostraron promover

una mayor actividad rizogénica.
f)Que la aplicacion de diferentes sustancias capaces de bloquear la sintesis de ATP acoplada

a la respiracion podrd simular los efectos de las auxinas sobre la formacion de raices

adventicias.
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Hipotesis

1.Propongo que las auxinas, una vez dentro de las células, tienen contacto con las
m tocondrias, provocando que se inhiba la respiracién. Se esperaria entonces que aquellas
sustancias no auxinicas que inhiban alguna via que repercuta en la respiracion en
m:tocondrias aisladas, o atn en la sintesis de ATP acoplada a la respiracion, simulen el
efzcto de las auxinas. Se esperaria también, que las auxinas que més estimulen la formacion

de raices adventicias provoquen la mayor inhibicién en la respiracion.

2.Propongo también que es necesaria la rapida interrupcion del efecto de las auxinas,
pera lograr reestablecer la actividad respiratoria. Pienso que esto se logra mediante la
inictivacion de las auxinas. Particularmente, las peroxidasas pueden cumplir con el rol de
ccntrol propuesto, ya que tienen capacidad para catalizar su oxidacion y se les ha
ercontrado asociadas a la pared celular. Por lo anterior se espera revelar una importante
actividad de auxina oxidasa en el apoplasto y que ésta guarde una relacion inversa con la
capacidad rizogénica del tejido en que se localice. También se espera que el uso de un
compuesto fenolico (el floroglucinol) que se ha reportado como compuesto no auxinico
promotor de la formacion de raices adventicias en frijol mungo, podria actuar como
inaibidor de peroxidasas con actividad de auxina oxidasa, provocando una mejor respuesta

rizogeénica, como consecuencia de la disminucion en la velocidad de degradacion de auxinas.
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Material y Métodos

1.0btencion de plantulas.

Se selecciond el frijol mungo (Phaseolus aureus Roxb) como modelo experimental, ya que
ofrece las ventajas de una rapida germinacion y desarrollo de la planta, ademas por su
pequefio tamafio permite obtener una poblacion abundante en un area reducida y responde
formando raices adventicias ante la aplicacion de sustancias distintas del AIA (Hess, 1961).
Este ultimo aspecto resulta ventajoso si se considera que la comparacion de los efectos del
AIA con los de otras sustancias puede proporcionar elementos valiosos en la construccion

de modelos explicativos sobre la rizogénesis.

Se lavaron 25 g de semillas de frijol mungo (Phaseolus aureus Roxb) de origen comercial
con ajua corriente , posteriormente se sumergieron en Hipoclorito de Sodio al 4%
durante 25 minutos; se lavaron nuevamente con agua destilada duran;ce 15 min con el
propésito de eliminar los residuos del desinfectante utilizado. Durante las 24  horas
siguiertes se mantuvieron sumergidas en agua, en condiciones de obscuridad, con cambios
periodicos de agua. Una vez que las semillas se hidrataron, se trasladaron a un recipiente de
30x30x10 ¢m conteniendo agrolita (0.1 m® dicalite S.A.) hasta un 50% de su capacidad, la
agrolitz. se mantuvo a su maxima hidratacion utilizando exclusivamente agua destilada.
Estos recipientes permanecieron 5 dias en una camara de germinacidn con obscuridad
permanznte para la obtencién de plantulas etioladas y para las plantuias iluminadas,

6 dias ea fotoperiodo de 16 hs luz (90 uE m?s™") X 8 de oscuridad, con una temperatura de
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28 ©C y con una humedad relativa de 70%. Al término de estos dias se obtuvieron plantulas

de 12 cm de longitud en promedio del brote de la raiz principal al apice.

2.Corte y tratamientos.

Las plantulas obtenidas fueron cortadas 7 cm por debajo del nodo cotiledonar evitando el
estrangulamiento en el lugar de corte. Cada vez que se probo el efecto de alguna sustancia
o condicidn, se tuvo un grupo control tratado con agua destilada. Cada grupo consté de un
tota. de 34 segmentos de plantulas (excepto en los casos que especifiquen otra condicion).
Al tirmino de los tratamientos las plantulas marchitas fueron desechadas, de ahi que el
nimero de hipocotilos difiera entre los diferentes tratamientos. Los procedimientos y
tiempos se definieron de acuerdo a Hess (1961) como se describe a continuacion: Los
tratamientos se aplicaron a las plantulas sumergiéndolas hasta una profundidad de 4 cm vy asi
se mantuvieron por un espacio de 24 horas, posteriormente se trasladaron a agua destilada y
asi se mantuvieron durante 5 dias més, agregando el agua destilada que se hubiera perdido
por evaporacién. Los cotiledones fueron retirados antes de aplicar los tratamientos. En los
casos en que fue necesario emplear etanol al 96% para dislover el soluto, se adicioné la
misme. cantidad de alcohol en el lote control, par;;t asegurar que la respuesta diferencial no se
atribuvera a la adicion de aicohol. Se realizaron tratamientos control acidificando con HCI al
mismo pH alcanzado en las soluciones que contenian auxinas, para descartar que la variacion

en éste fuera responsable de los efectos observados.
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Se formaron 5 grupos experimentales que fueron mantenidos a 28 °C y 70% de humedad
relativa.

1.Grupo FG: constd de 4 tratamientos (agua destilada, FG 10 pM. FG 100 uM y FG |
mM). Se partid de plantulas etioladas y decapitadas al 5° dia de germinacion inmediatamente
por debajo del nodo cotiledonar y se mantuvieron en la oscuridad durante los tratamientos.
2.Grupo de segmentos no decapitados e iluminados: Consté de 4 tratamientos (agua
dest lada, AIA 100 uM, AIB 100 uM y FG 1mM). Se proporciond un fotoperiodo de 16 hs
luz X 8 hs de oscuridad, con una radiacion de 57 umoles m? s durante la germinacion y
tamtién durante el tratamiento.

3.Gripo de segmentos no decapitados mantenidos en la oscuridad. Constd de los mismos
tratainientos que en el grupo 2, pero no se aplicéd luz. Las plantulas fueron germinadas en la
oscuridad.

4.Grupo de segmentos decapitados mantenidos en la oscuridad. Constd de los mismos
tratamientos que el grupo 2, pero las plantulas fueron decapitadas inmediatamente por
debajo del nodo cotiledonar al quinto dia de germinacidon (24 hs antes de tomar los
segmentos a partir de plantulas etioladas) y se mantuvieron en la oscuridad.

5.Grupo de segmentos decapitados e iluminados. Consté de los mismos tratamientos que el

grupo 2, pero las plantulas se decapitaron como se describid para el grupo 4.
3.0btencion del extracto crudo.

Los ertractos se obtuvieron de plantulas de frijol mungo crecidas durante 6 dias en las

condiciones ya descritas.
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Se pesaron 40 g (peso fresco) de tejido (hojas raiz o tallo) y se homogeneizaron en 80 ml de
buf’er que contenia: PVPP al 1% (polivinilpolipirrolidona insoluble Sigma Chemicals No. de
catélogo P6755) y TRIS-HCI 10 mM pH 7.6, durante 20 seg . El homogeneizado se filtré en
8 cepas de gasa con malla de 2 mm y el filtrado se centrifugd a 12,787 x g durante 30 min, se
recLperd el sobrenadante por decantacion y este extracto se empled para los registros del

AIA residual, de consumo de oxigeno y espectrofotométrico.

4.0btencion del extracto concentrado de proteinas.

Se siguié lo sefialado en 3, pero se continud con el siguiente procedimiento; Se agregd
(NH..)2SO,4 hasta una saturacion del 60%, agregando cristales lentamente y agitando en frio.
La mezcla saturada se centrifugo a 8,880 x g durante 15 min, se desechd el sobrenadante y se
resuspendié la pastilla en un total de 4 ml de agua desionizada. El concentrado de proteinas
se €0.0co en una membrana que permitia la dialisis de moléculas de hasta 5000 daltons de PM
y se cializo contra 1 | de buffer Tris-HCI 50 mM pH 8.3 durante 24 hs realizando 3 cambios
de buTer, después de esto se centrifugé el dializado a 12,787 x g durante 15 min, se recuperd
el sobrenadante correspondiente al concentrado de proteinas (Kokkinakis y Brooks, 1979a ).
se determind la proteina total por el método de azul de Comassie utilizando albimina de

suero de bovino como standard (Bradford, 1976). Todas las operaciones se realizaron a 4°C.
Este concentrado se empleé en la valoracién de la actividad de AlAox por el registro del AIA

residuzl, ya que los registros espectrofotométrico y polarografico presentaron dificultades

que se discuten mas adelante. También se utilizé para desarrollar el isoelectroenfoque.
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5.0btencion del patrén isoenzimatico de las plantulas tratadas con AIA, AIB y FG.

Se lavaron 5 g de hipocotilos con agua destilada y se homogeneizaron en 5 ml de buffer de
fosfato de potasio 0.1M pH 5.7. El homogeneizado se filtrd en 8 capas de gasa con malla de
2 mm y posteriormente se centrifugd a 12,787 x g Se recuperd el sobrenadante
considerandolo extracto crudo. Todas las operaciones se llevaron a cabo a 4 °C. Se
determiné el contenido de proteina del extracto crudo de acuerdo a Bradford, M.

(1975).

La scparacion electroforética de los extractos obtenidos de las plantulas control y las que
fueron tratadas con FG, AIA y AIB se realizd en gel de acrilamida, en sistema discontinuo
con una concentracién final de 7.5% de acrilamida, siguiendo el procedimiento descrito
por Davies (1964). Se utilizé el sistema buffer no disociante de tris-glicina 0.1 M pH 8.3
para ¢l corrimiento. El gel se prepard en un tubo de cristal de 5 mm de diametro interior y de
10 cm de largo. El extracto crudo se deposito en la parte superior del tubo ajustando la
proteina a 150 pug por tubo. Se aplicd una diferencia de potencial de 1 voltio por tubo
durante la primera hora y una corriente inicial de 25 mA. La diferencia de potencial
aumento a dos voltios por gel durante las siguientes 1.5 horas o hasta que el colorante (azul
de bromofenol) alcanzo la parte inferior del tubo. Todas las operaciones de separacion se

llevaron a cabo a 4 °C.

6.Frac:ionamiento de isoenzimas con actividad de AIA oxidasa por electroforesis.

El fraccionamiento de isoenzimas de AlA oxidasa se llevd a cabo siguiendo a Hames
(1981). Este consistid en la recuperacion de las isoenzimas separadas en geles de
acrilamida. Se realizé un extracto crudo a partir de las plantulas que no recibieron ningun
tratamiento, se realizé en seguida una electroforesis en poliacrilamida de poro medio (11%

p/v. pH 8.9) en tubos de vidrio de 140 mm de largo x 15 mm de diametro interno. La
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soluzion buffer en contacto con los electrodos contenia TRIS 25 mM, glicina 192 mM. con
pH final de 8.3. Se aplicaron alicuotas de 1 m! (1 mg de proteina) y se realizd el corrimiento
con 30 mA de corriente directa. Al término del cornmiento se determinaron los sitios de
concentracion de cada isoenzima, por comparacion con las bandas reveladas en geles corridos
simu'taneamente y que fueron revelados con azul rapido BB base (Sigma Chemicals No. de
catalogo F-0125), de acuerdo al procedimiento que se indica en 9. Se hicieron cortes de 4
mm cle espesor de 3 geles y posteriormente se homogeneizaron suavemente con un tubo de
vidrio, en 5 ml de buffer de acetato de sodio 0.2 M pH 4.2. Se mantuvieron durante toda la
noche: en el buffer a 4 OC y posteriormente se decantaron para eliminar los restos de
acrilamida. Se realizd una nueva corrida electroforética de las fracciones asi obtenidas
revelandose la actividad de AlAox con azul répidd BB base y la proteina total con azul de
Coomassie R250 y nitrato de plata para observar las posibles bandas enzimaticas o proteicas
contarninantes. Se evaluo la actividad de las isoenzimas sometidas a este procedimiento de
purificacién mediante la técnica Gordon y Weber (1951) midiendo AIA residual. En estos

ensaycs se valord el efecto del FG adicionado in vitro.

7.Preparacion de la fraccién precipitada con sulfato de amonio para el registro de la

AIA oxidasa en raiz y tallo.

Se siguio lo sefialado en 4, sdlo que en lugar de partir de 40 g de plantulas, se tomaron de

raices o de tallos.

8.Electroforesis en placa de la fraccién precipitada con Sulfato de Amonio.

Se realizd una electroforesis analitica en gel de poliacrilamida de acuerdo a Laemmli (1970).
La solucion buffer que bafid a los electrodos contenia TRIS 25 mM, glicina 192 mM con un

pH final de 8.3. Se afadieron 50 pl (100 ug de proteina) del extracto dializado en la parte
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superior del gel justo antes de iniciar el corrimiento. La temperatura del buffer fue mantenida
a 4 OC. Se aplicaron 25 mA por 10 carriles durante los primeros 30 min, disminuyendo
después a 20 mA hasta que concluyd el corrimiento (cuando el frente alcanzo el extremo

infetior del gel).

9.Revelado de 1a AIA oxidasa.

En primer término, se revelé la actividad de AlAox de los geles obtenidos del procedimiento
5, sumergiéndolos en un medio conteniendo: AIA 0.66 mM, acido p-coumarico 0.1mM,
MnCi,.4H,0, acido oxalico 1 mM, H,0; 5 KM, azul rapido BB base al 0.1% p/v en acetato
de sodio 25 mM pH 4.0 (De Forchetti y Tigier, 1983). Considerando que este procedimiento
revel¢ bandas en ausencia de AIA, AIB o FG, se sustituyd por el procedimiento que se
descride: Para revelar el patron isoenzimatico de la AIA-ox se sumergieron los geles en un
medio de revelado que describe Talwar, G. et al, (1985) conteniendo I parte de la solucion
A (4 mg Azul Rapido BB base/ml de Etanol), 2 partes de la solucion B (16.4 mg de Acido
p-couriarico+17.6 mg de AIA disueltos en Etanol y aforados a un volumen de 50 ml +2 4
mi de Peroxido de Hidrdgeno al 0.1%) y 1 parte de la solucién C (buffer de Acetato de
Sodio 0.2 M pH 4.2). Los geles se mantuvieron en esa solucién a temperatura ambiente y en

obscuridad hasta que las bandas fueron reveladas,

10.Tincién de proteinas totales con plata amoniacal.

Se sumergid el gel durante 30 min en 100 ml de solucién de metanol-acido acético-agua
5:1:4 v/v, posteriormente se lavd durante 12 horas en metanol-acido acético-agua 1:2:17
v/v. Se remojo el gel en una solucion de glutaraldehido al 10% durante 30 min y enseguida
se lavo con 1 litro de agua destilada durante 2 horas, haciendo cambios de agua cada 25

min, se dreno el agua y se remojoé en una solucion de plata amoniacal (15 mi de NaOH 0.2
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M + 2 ml de NH4OH al 40% + 3 ml de solucion al 19.4% p/v de AgNO-3) durante 15 min.

Se lavd durante 2 min en una solucidon de acido citrico al 0.005% y formaldehido al 0.019%;
las bandas aparecieron a los pocos segundos, se retird el gel y se lavo con agua destilada

cuando el fondo empezo a obscurecerse.

11.Cuantificacién de la actividad total de AlAox, mediante el registro del AIA

residual.
La actividad total de AlAox se registrd de acuerdo a la técnica descrita por Pressey. R.

(1990}, y consistio en la medicion del AIA residual en la mezcla reaccionante empleando el
reactivo de Salkowski. La mezcla de ensayo consistio en 0.2 mi de Buffer de Acetato de

Sodic 0.1 M pH 4.2, 0.3 ml de MnCly 0.107 mM, 0.2ml de 2 4-diclorofenol 1 mM, 0.3 mi
de AIA 1| mM, 0.4 mil de agua destilada y 0.2ml de extracto crudo. Se incubd la mezcla
duran-e 20 minutos en la obscuridad a 30 OC, después de lo cual se agregaron 2 mi de
reactivo de Salkowski. El reactivo de Salkowski se prepard agregando 15 ml de FeCly 0.5

M, 5)0 ml de agua destilada y 300 ml de acido sulfirico concentrado de acuerdo con
Sequerra y Mineo (1966). Posteriormente se mantuvieron las muestras en la obscuridad
durantz 30 minutos para que el color formado fuera estabie, transcurrido este tiempo se
midi6 la absorbancia a 525 nm. Las lecturas de absorbencia fueron convertidas a
pmotles de AIA residual, mediante una curva patrén que presentd un comportamiento lineal

entre 0 y 300 uM. Una unidad de actividad de AlAox se definié6 como la cantidad de enzima

que permitio la oxidacion de 1 pimol de AIA mg de proteina™ minuto™ a 30 ©C y pH 4.2.
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12.Cuantificacién de la actividad de auxina oxidasa por espectrofotometria.

Se egregaron 4 g de peroxidasa de rabano tipo II 6 100 ug de proteina del concentrado
obtenido en 3, a 3 ml de medio de reaccién conteniendo uno o mas de los siguientes
compuestos: DCP 120 uM, MnCl; 200 uM, H,0, 6 uM, AlA 300 uM, AIB 300 uM, FG
300 uM y buffer de citratos 5 mM pH 4.2. Se realizaron espectros de absorcion al tiempo
ceroy a los 5 min realizando un barrido entre los 220 y los 300 nm en un espectrofotometro
Phillips modelo PU8710, a una velocidad de 2000 nm/min y un ancho de banda de 2 nm, El
tiempo cero correspondid al Gltimo instante antes de adicionar peroxidasa de rabano tipo II o
concentrado proteico. Se varid la composicion del medio de reaccion que siempre incluyo
buffe- citratos como se describe a continuacidon y se eligieron aquellas que permitieron

alcan:ar actividades mayores,

Ensayo | Composicion del medio

1 AIA + peroxidasa

2 AJA + peroxidasa + DCP

3 AlJA + peroxidasa + DCP + peréxido
4 AIA + peroxidasa + DCP + FG

5 AlA + peroxidasa + perdxido

6 AlIB + peroxidasa + DCP

7 AIB + peroxidasa + peroxido

8 AIB + peroxidasa + DCP + peroxido
9 AIB + peroxidasa + peroxido + FG
10 Peroxidasa + peroxido + DCP + FG
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13.Cuantificacién de auxina oxidasa por polarografia.

Se preparé la mezcla indicada en el parrafo anterior, pero en lugar de registrar
espectrofotométricamente, se cuantificd la disminucion del consumo de O: disuelto en la
celda de reaccion, por medio de un electrodo de oxigeno tipo Clark Hansatech Mod. LS
(Kckkinakis y Brooks, 1979b). Se corrigi6 la solubilidad del O, para la altura del municipio
de Tlalnepantla (2 251 msnm) y considerando una temperatura de 30°C, correspondiendo a

400 ng atomo de oxigeno/ml.

14.Cuantificacién de la actividad de peroxidasa.

Se azregaron 100 pg de proteina a 3 ml de medio de reaccion conteniendo: o-dianisidina 200
uM, H,0, 100 uM vy buffer de citratos 50 mM pH 4.8. Se midi6 el aumento de absorbencia a

430 nm (Pressey, 1990) después de 5 min.

15.Fraccionamiento por electroenfoque del extracto de raiz de frijol mungo.

Se humogeneizaron en la oscuridad 50 g de raices obtenidas de plantulas etioladas de trijol
mungo de 6 dias de edad, con 100 ml de buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.6 conteniendo 1% de

PVP :nsoluble. Se centrifugd a 19980 x g durante 30 min, se satur6 el sobrenadante al 60%

con (INH4)7SO4 v se centrifugd a 12787 x g durante 15 min. Se resuspendio la pastilla en 5

ml de agua destilada y se dializd contra 1000 ml de buffer Tris-HCI| 10 mM pH 8.3. El

dializedo constituyd la muestra concentrada.

El elestroenfoque se realizé de acuerdo a Hochstrasser et al (1990) con 1% de anfolitos
(rango 4 a 10 de pH) en el Rotofor (ROTOFOR IEF CELL BIO-RAD No. CAT. 170-2950)

durant= 4 horas a temperatura de 4 ©C, 1 rpm y con 250 V, 25 mA y 5 W iniciales . Se



observd que la evolucion de la corriente fue estable hacia las cuatro horas con 550 V y 22

mA. Los electrolitos utilizados en el electroenfoque fueron NaOH 0.1 M y H3PO4 0.1M.

16.Aislamiento de protoplastos de radiculas de frijol mungo.

Se desinfectaron 25 g de semillas de frijol mungo con hipoclorito de sodio al 4%
(blaaqueador comercial) durante 30 min y se enjuagaron 5 veces con agua destilada. Se
germinaron en cajas de Petri con agua destilada en la obscuridad durante 24 hs a 30 "C . Se
cortaron 10 g de radiculas de 1 cm de largo en fragmentos de 3 mm y se plasmolizaron en
15 ml de medio CPW13M conteniendo: KH,PO, 200 uM, KNO; 1 mM, MgS0,.7H,0 |
mM y manitol 0.6 M con pH 5.8 (ajustado con KOH) durante 30 min, posteriormente se
trasledaron a solucién fresca de CPW13M conteniendo 1000 U de celulasa y 75 U de
pectinasa, manteniéndose en agitacion durante 5 hs a 30°C con la finalidad de digerir las
paredes celulares. Se filtrd a través de un tamiz de nylon con malla de 60 pm y el filtrado se
centrifugd a 555 x g durante 20 min a 10°C. Se deseché el sobrenadante y se resuspendio la
pastilla en 8 ml de sacarosa 0.7 M., repartiendo la suspension resultante en 2 tubos, a cada
uno de los cuales se les afadieron 4 mi de solucidn conteniendo: sacarosa 350 mM. manitol
300 mM, MES-TRIS 25 mM pH 6.5 y 2 ml de solucién con: manitol 0.6M y MES-TRIS 25
mM pH 6.5 (las soluciones se agregaron cuidadosamente para formar el gradiente). El
gradiente formado se centrifugd a 424.6 x g durante 10 min en centrifuga clinica de angulo
variable. Los protoplastos fueron extraidos con pipeta Pasteur ya que flotaron en la interfase
de manitol 0.6 M y sacarosa 350 mM/manitol 300 mM segin se pudo comprobar al

observarlos por microscopia de campo claro.

17.Isoperoxidasas en pared celular.

Se fracciono el sobrenadante que se obtuvo después de centrifugar a 555 x g del

procedimiento anterior (16), en lugar de desecharlo. Este sobrenadante corresponde al
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concentraciones entre 0 y 100 mM. Se observé el efecto de estos compuestos al instante

de su adicion y después de preincubacion durante 2 minutos.

19.Cuantificacion del consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas.

La redicion de la respiracién se realizd mediante el seguimiento polarogrifico de la
disminucion de oxigeno en la celda de reaccion. Se agregaron volimenes apropiados de

fracc: dn mitocondrial obtenida de 18, solucion de auxinas y medio de reaccién compuesto de:

Maniiol 0.3 M, KHyPO4 10 mM, MgCly 5 mM y KCI 10 mM. Se ajusté el pH a 7.2,

Adicionalmente se agregaron 40 pl de una solucion 40 mM de NADH en la celda de Inl,
como sustrato para iniciar el transporte electrénico. La réaccién se hizo limitante al
suministro de ADP para formar ATP. Se incub6 a 30 OC con agitacién constante.

El efecto inhibidor o desacoplante de las auxinas y el FG se establecio a través de la
deterriinacion de la velocidad de consumo de oxigeno en la respiracién de mitocondrias en

estadc 3 respiratorio.

20.Cuantificacion de iones en mitocondrias y protoplastos.

Despuss de aislar mitocondrias de hipocotilo mediante el procedimiento indicado en 18, se
colocaron 500 mg de proteina mitocondrial en 3 m! de medio de reaccion conteniendo:
Manitol 0.3 M, KCI 5 mM, NaCl 5 mM, KH,PO,; 10 mM, MgCl, 5 mM. CaCl, 5 mM.
NADH 1.6 mM, ADP 100 uM y AIA o AIB 100 uM. Se mantuvieron en agitacion a 30°C
durante 20, 40 y 60 min, transcurrido este tiempo, se centrifugd la mezcla de reaccion a
19800 < g por 5 min, se desechd el sobrenadante y se le agregaron a la pastilla 2 ml de

HNO; concentrado, dejando la digestion en reposo hasta el momento del registro.



Para el caso de los protoplastos se incubaron 200 pl de protoplastos recién aislados
en 3 ml de medio de reaccion que contuvo para el caso de sodio: NaCl 1 mM, KCl | mM ,
Cal0; | mM, manitol 0.7 M y Mes-Tris 2mM pH 6; para el caso de potasio: KCl | mM,

Cal04 1 mM, manitol 0.7 M y Mes-tris 2 mM pH 6; para el caso del calcio: KH,PO, 1 mM,

Caf 04 1 mM, manitol 0.7 M y Mes-Tris 2 mM pH 6.5. Se mantuvieron en agitacion a 300C
durznte 25 min y posteriormente se centrifugaron a 17483 x g en microfuga Eppendorf
durante 5 min, se deseché el sobrenadante y a la pastilla de protoplastos se le agregaron 2 ml
de HINO; concentrado (65%) y se mantuvo la digestion hasta el momento de la medicion
(Mettler y Leonard, 1979). El volumen de medio atrapado en la pastilia que se obtuvo por
sedirnentacion se estimd en 30 pl, al medir el volumen de agua que reemplaza al de la
pastila con una microjeringa, y en este volumen estan contenidos 0.03 umoles de Ca®" (va
que los medios contenian 1 umol por ml), que representa un nivel de calcio que si bien no es
considerable, tampoco es despreciable tomando en cuenta la concentracion submicromolar
que sz encuentra en el citosol; sin embargo, la reduccion de calcio en el medio de extraccion
condujo a la lisis de los protoplastos, asi, se sigui6 este procedimiento considerando que se

tendriz un margen de error constante entre los diferentes tratamientos.

Las muestras se digirieron hasta que tuvieron apariencia cristalina, sin residuos solidos de
materia organica. El Ca” y el Mg® fueron determinados por espectroscopia de absorcion
atomica utilizando un espectro de absorcion atomica Pye Unicam Mod. SP 192. El Na™ y el

K" se determinaron por flamometria empleando un flamémetro Corning 400,
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Resultados

En la mayoria de las condiciones probadas, se encontré que la aplicacion de AlA.,
AIB y Floroglucinol promovié la iniciacion de raices adventicias en los segmentos de
plantulas de frijol que fueron tratados basalmente. Se probaron concentraciones diferentes
de AIA y AIB, en trabajos previos, encontrandose que la mayor respuesta se obtuvo con una
concentracion 100 uM en ambos casos. Se decidid estimar el nimero de raices iniciadas a
partir de los tratamientos, ya que se consideré de mayor importancia para establecer ia
capacidad inductora de raices adventicias el efecto cuantitativo, sobre la diferenciacién del
tejido y no la masa o el volumen de tejido diferenciado. El efecto de la aplicacion basal de
Floroglucinol (FG) a plantulas etioladas y decapitadas en diferentes concentraciones se
puede apreciar en la tabla 1. En ésta puede observarse que la concentracion 1mM tuvo un
efecto mas pronunciado? que las demas, sin embargo, el incremento en el nimero de raices
laterales oscild entre 18.45% y 55.35%, en comparacion con 189.92% de incremento que
provoco el AIB en condiciones similares (en plantulas decapitadas y etioladas), como se
muestra en la tabla 4. Esto demuestra que la aplicacion de un compuesto fendlico como el
floroglucinol (en las diferentes concentraciones probadas) no fue capaz de elevar la
respuesta rizogénica al nivel que promueve el AIB, la auxina que demostré tener el mayor
efec:o inhibitorio sobre la respiracion mitocondrial (figura R17). En los grupos cuyos
resu tados se muestran en la tablas 2, 3, y 4 se encontrd que el AIB fue el tratamiento que

provoco un mayor enraizamiento. En la tabla 2 se muestra que cuando se mantuvieron las

*Todas las comparaciones fueron realizadas mediante analisis de varianza por bloques
aleatorizados, tomandose un nivel de significancia «=0.01 . Se uso la prueba de Tukey para
determinar las diferencias entre pares
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plartulas en iluminacion y no fueron decapitadas, se tuvo la menor estimulacion de este
proceso (167.86%) por parte del AIB entre todos los tratamientos probados. El AIA
proraovio en un 31.14% la formacion de raices adventicias (respuesta un poco menor que la
observada en plantulas etioladas no decapitadas, que fue del 35.4%) y el FG promovid el
enraizamiento en un 36.66% (que representd la segunda mayor respuesta que promovi6 el
FG). Sin embargo, ain cuando la capacidad del AIB para formar raices adventicias
disminuyé en los tratamientos con luz, esta disminucién no correspondié a lo esperado,
suponiendo que la luz ayudaria a reestablecer los niveles de ATP. Seguin puede apreciarse, el
nivel de estimulacién de las auxinas disminuyé cuando las plantulas crecieron bajo
tluminacién, con respecto a las que fueron etioladas y decapitadas (ver tabla 4), El
tratamiento con FG, incrementé su efecto en presencia de [uz. En la tabla 3 se muestra que
cuando las plantulas no se decapitaron y fueron mantenidas en la oscuridad, el AIB estimuld
en 178.94%, mientras que el FG no presento diferencia significativa con respecto al control
y el AIA estimulé moderadamente (35.4%). En la tabla 4 se aprecia el mayor efecto
promotor del AIB 100 pM en plantulas etioladas y decapitadas(189.92%), también se
observa que el AIA 100 UM promovio en 52.94% y el FG ImM en 12.61%. Finalmente, no
se logro comparar la respuesta rizogénica entre segmentos normales y decapitados en

presencia de luz, porque los segmentos iluminados decapitados no sobrevivieron.
Se busco demostrar la capacidad del floroglucinol como inhibidor de la actividad de

auxina oxidasa, para establecer si la promocion en la formacion de raices adventicias

encontraba explicacién con esta base. Se busco en primer lugar una diferencia en Ia

7y




ESTA TESIS WO OEBE
RALR Df LA BIBLIOTEGA

capacidad para oxidar a estas auxinas y en segundo lugar, se buscd evidenciar si el FG
podria provocar una disminucién en dicha actividad. Al revelar la actividad de AIA oxidasa
de los extractos crudos de hipocotilos de frijol mungo (obtenidos de acuerdo al
procedimiento 9 de material y métodos), se revelaron bandas cuya intensidad varié de
acuerdo al tratamiento del que fueron objeto los hipocotilos y de acuerdo a la presencia o
ause1cia de FG en el medio de revelado. En este ultimo caso, se encontrd inconveniente el
medio reportado por Forchetti y Tigier (1983), ya que en éste se revelaron bandas en
ausenicia de AIA (que fue el sustrato oxidable a registrar). Al sustituir el medio de reaccion
por el que reportaron Talwar et al (1985), se comprobo que las bandas reveladas
demostraban la oxidacion del AIA, puesto que los geles en presencia de una mezcla de

todos los componentes del medio de revelado con excepcién del AIA, no mostraron bandas.

TABLA 1. RESPUESTA DE LOS SEGMENTOS ANTE LA APLICACION
DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE FLOROGLUCINOL.

Tratamiento | Raices/hipocotilo | % Promocién | Numero de hipocotilos
Conrol 16.8+46a 0 21
FG 10 uM 164+6.2a -2.4 23
FG 100 uM 199+630b 18.45 32
FG 1 mM 26.1£59¢ 55.35 26

Respuesta rizogénica de segmentos de plantulas de frijol mungo etioladas y decapitadas,
ante la aplicacion de un trikidroxifenol (floroglucinol) a 3 diferentes concentraciones. Se
expresa la media + la desviacion estandar. Las letras a, b, ¢, se emplearon para sefialar
diferencias entre los tratamientos a un nivel de significancia de 0.01.
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TABLA 2. RESPUESTA DE SEGMENTOS NO DECAPITADOS E ILUMINADOS

Tratamiento Raices/hipocotilo % Promocion Nuamero de hipocotilos
Emtro] 150£52a 0 28
| AIA 100 uM 197+ 108b 31.14 33
AIB 100 uM 403+ 13 ¢ 167.86 29
[ FG 1 mM 205+ 10b 36.66 33

Respuesta rizogénica ante la aplicacion de 2 auxinas y un fenol en segmentos de plantulays
de frijol mungo que fueron iluminadas como se describe en material y métodos. Loy indices

a, o y ¢ se emplearon para sefialar diferencias entre los tratanientos.

TABLA 3. RESPUESTA DE SEGMENTOS NO DECAPITADOS MANTENIDOS
EN LA OSCURIDAD

Tratamiento Raices/hipocotilo % Promocion Numero de hipocotilos
Control 13.2+53a 0 20
AlA 100 uM 179+6.0b 35.4 17
AJE 100 uyM 370£153¢ 178.94 27
FG 1 mM 13.1x63a -0.98 27

Respuesta rizogénica ante la aplicacion de 2 auxinas y un fenol en segmentos de plantulas
de firijol mungo etioladas y mantenidas en la oscuridad, de acuerdo a como se describe en
material y métodos. Los indices a, b y ¢ se emplearon para sefialar diferencias entre los
tratemientos

TAELA 4. RESPUESTA DE SEGMENTOS DECAPITADOS MANTENIDOS EN LA

OSCURIDAD
Tratamiento Raices/hipocotilo % Promocion Numero de hipocotilos
Cont-ol 11.9+4.7a 0 30
AIA 100 uM 182+£460b 52.94 29
AlIB 100 uM 345+ 13.9c¢ 189.92 26
FG | mM 134+64a 12,61 30

Respresta rizogénica ante la aplicacién de 2 auxinas y un fenol en segmentos de plantulas
de frijol mungo etioladas, decapitadas y mantenidas en la oscuridad, de acuerdo a como se
describe en material y métodos. Los indices a, b y ¢ se emplearon para sefialar diferencias
erre .’OS tratamierios.
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En la figura R1 se muestra un esquema y una fotografia de las bandas con actividad
de AIA oxidasa que pudieron revelarse empleando el medio reportado por Talwar et al
(1585). Los carriles 1, 2, 3 y 4 contuvieron extractos obtenidos de plantulas decapitadas y
eticladas que fueron tratadas con agua destilada, FG 1 mM, AIA 100uM y AIB 100 pM,
respectivamente. En el carril | se observaron 3 bandas (A, B y E). la mas intensa
correspondio a la isoenzima que aparecid mas cerca del catodo y que se denomino banda A.
La :ntensidad de esta banda se incrementd gradualmente hacia los carriles 2, 3 y 4. Las
bandas B y E se apreciaron con una muy ligera mayor intensidad en los carriles 2, 3 y 4. En
el carril 4 fue muy notoria la presencia de las bandas C y D, que correspondieron a
isoenzimas que se revelaron méas cerca del anodo. En resultados que no se muestran, se
encontro que a los cuatro dias el nimero de bandas con actividad de AlAox era menor que

el obtenido a los 6 dias, coincidiendo esto con el incremento de la actividad de AlAox en el

tiempo, reportado por Mato, Rua y Ferro (1988).

Ante la respuesta obtenida, se busco una explicacion, examinando ias bandas con
actividad presentes en tallo y raiz, en tanto que la primera diferencia observada en los
segmentos de plantulas en los diferentes tratamientos fue el nimero de raices que fueron
capaces de formar. En la figura R2 se presentan las bandas con actividad de AIA oxidasa
derivadas de tallo o de raiz. Puede notarse que las bandas A, B, D y E se presentan en
extractos obtenidos de tallo. En extractos de raiz, se encuentra una banda C. no se distingue
la banda E, que apenas era perceptible en el tallo, la banda B se aprecia con una intensidad

similar a la del tallo y se intensifica la banda A.
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Figura R1. Se esquematizan los patrones de bandeo que se obtuvieron después de realizar
electroforesis de acuerdo al procedimiento 5 de Material y Métodos. Se revelo la actividad
de Altox con azul rapido BB base de acuerdo a 9. Los extractos gue se sembraron
provimeron de plantulas que crecieron bajo la influencia de los tratamientos que s
indicar.. El tratamiento control (1) contuvo agua destilada. Los demds tratamientos
consistieron de FG 1 mM (2), AlA (3} y AIB (4) a una concentracion de 100 MM La
intensidad de las bandas refleja el grado de actividad revelado en los geles. Todos los
carriles contuvieron 150 ug de proteina proveniente del extracto no fraccionado.




TALLO + RAIZ

Figura R2.Bajo las mismas condiciones descritas en la Jrgura Ri, se revelaron los patroney
de actividad de AIA oxidasa que aqui se esquematizan. Las muestras correspondieron
ahora a extractos proteicos realizados a partir de tejidos de tallos o raices de plantays
control. La denominacion de las bandas corresponde a su movilidad, de tal manera gue la
misma letra designa bandas de movilidad igual. EI signo (=) representa el cdtodo y el signo
(+) el anodo. La intensidad de las bandas corresponde a la intensidad del revelado en el
gel,




Con el fin de evaluar si la mayor actividad rizogénica de los lotes tratados con acido
indolbutirico, podia ser explicada por la posible mayor estabilidad que presentara esta auxina
a le. oxidacion por parte de las enzimas con actividad de oxidasa del AIA como lo han
sugerido Mato. Raa y Ferro (1988), se realiz6 en primer término un ensayo de la actividad
de cxidacion de un extracto de hipocotilos de frijol mungo registrando el AIA residual (tabla
5) mediante la técnica de Gordon y Weber (1951) y posteriormente, se midieron velocidades
inictales de consumo de oxigeno utilizando como sustrato oxidable las auxinas AlA y AIB.
de acuerdo a Kokinakis y Brooks (1979a), tanto para un sistema que contuvo peroxidasa de
rabano tipo II (Sigma Chemicals), como para el extracto crudo de hipocotilos. Se variaron

algunas condiciones, como la presencia de MnCly y diclorofenol (DCP), considerados

cofactores de la AIA oxidasa, Peroxido de hidrogeno (PX), que de acuerdo a Kokkinakis y
Brooks (1979b), es un factor necesario para esta actividad, y floroglucinol, que es un
trihidroxifenol que promovié ligeramente la rizogénesis cabiendo la interpretacion de que
este e’ecto se debiera a su actuacion como inhibidor de la actividad de AlA oxidasa. El
registro de la auxina residual (tabla 5) no permite obtener una velocidad instantanea, dado
que el periodo de incubacién es de 5 min., mientras que el registro de la velocidad de
consumo de oxigeno si lo permite (tablas 6 y 7). La actividad de auxina oxidasa de la
peroxicasa de rabano tipo II se muestra en la tabla 6 y la de los extractos obtenidos de
plantulas de frijol mungo puede observarse en la tabla 7. Las condiciones de estos ensayos se

detallan en el procedimiento 13 de material y métodos.
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Dadas las interacciones entre las sustancias componentes del medio de reaccion, el
AlA y el reactivo de Salkowski, no resulté idoneo el método de Gordon y Weber (1951)

para medir la actividad de AlAox.

En la tabla 5 se muestran los nanomoles de AIA residual, calculados a partir de la
absobencia a 525 nm, que reflejaron el contenido de AIA que se conservo sin oxidarse en el
extracto crudo de hipocotilos de frijol mungo que contuvo 200 (tg de proteina, después de 5
min c'e incubacion. Puede observarse en ésta, que en el ensayo | se conservan 32.45 nmoles
de AlA residual mientras que en el ensayo 2 se conservan 13.59 nmoles. La tnica diferencia
en la composicion de ambos medios fue que en el Gltimo caso se adiciond peroxido,
promoviendo €ste la oxidacion del AIA. El DCP demostrd ser necesario para la reaccion,
segln puede apreciarse en el ensayo 3, en el que el AIA residual fue de 34.54 nmoles y en e
ensayc 1 (que contuvo DCP) fue de 32.45. En el ensayo 4, se encontraron 25.92 nmoles de
AIA residual, que reflejan una actividad bastante menor al ensayo 2, ambos ensayos
difirieron Unicamente por la ausencia de DCP en el primero. La adicion de FG no
proporziond resultados claros, ya que como puede observarse en el ensayo 5, cuando se
agrego en lugar del DCP y en presencia de peroxido dio una lectura que se interpretd como
18.6 nrioles de AIA residual, y en ausencia de perdxido y presencia de DCP, quedaron
13.48 rmoles de AIA residual (ensayo 6), sugiriendo una degradacion mas intensa del
mismo. En el ensayo 4 se puede apreciar que decreciod la lectura del AJA residual en una

mayor redida que el ensayo 1 que contuvo DCP, como si el peroxido estimulara maés



eficientemente la oxidacion del AIA. Esto puede deberse a una degradacion peroxidativa,

que podria ser analizada mediante los estudios de velocidad de consumo de oxigeno.

TABLA S

Ensayo [DCP  AIA  FG  Peroxido  nmoles de Al4 residual
1 + + 32.45

2 + + + 13.59

3 + 34.54

4 + + 2592

5 + + + 18.6

6 + + + 13.48

AlA residual registrado por la téenica de Gordon y Weber (1951, Las concentraciones de 10s componentes
adicicnados fueron: Citrato 5 mM, DCP 120 pM, MnCl; 200 pM, AIA 300 gM. FG 300 uM. H.O: 6 KM,
200ug de Proteina. La concentracion de AIA residual se estimo después de 5 minutos de incubacién.

TABLA 6
Ensayo DCP AlA AIB  FG Peroxido nmoles de O, ug
peroxidasa! min’!
] + + 20.83
2 + + + 3944
3 + 2.78
4 + + 1.39
5 + + + 4.73
6 + + + 203
7 + + 1.39
8 + + + 22 8
9 + + 278
10 + + 16.68
11 + + + 4472
12 + + + 46.39

Velocidades iniciales de consumo de oxigeno por la peroxidasa de ribano tipo IL. registradas
polarogrificamente en diferentes medios de reaccién. de acuerdo al procedimiento 13. Las concentraciones
de los coinponentes adicionados fueron: Citrato 5 mM, DCP 120 pM, MnCl. 200 uM. AIA 300 pM. FG
300 uM. H:Op 6 uM. 4pg de Peroxidasa de rabano tipo II. La concentracién de AlA residual se estimé
después de: 5 minutos de incubacion.
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TABLA 7

Ersayo DCP AlA AIB FG Peroxido nmoles de Oy ug
proteina’ min’
1 + + 0.010
2 + + + 1.530
3 + 0.005
4 + + 0.800
5 + + + 1.290
6 + + + 0.000
7 + + 0.000
g + + + 0.045
9 + + 0.000
10 + + 0.120
11 + + + 0.000
12 + + + 1.560

Velozidades iniciales de consumo de oxigeno del extracto crudo de hipocotilos de frijol mungo. registradas
polarogrificamente en diferentes medios de reaccion, de acuerdo al procedimiento 13. Las concentraciones
de los componentes adicionados fueron: Citrato 5 mM, DCP 120 pM, MnCl, 200 uM, AIA 300 pM. FG
300 pM, H;Op 6 uM, 4pg de Peroxidasa de rabano tipo I1. La concentracién de AIA residual se estimo
después de 5 minutos de incubacién.,

Se pudo observar que el registro polarografico fue el Gnico método que permitio
realizar un seguimiento continuo en el tiempo, de la oxidacion del AIA, presentando ademas
la ventaja de que en los casos que resultaron interferencias por parte de los componentes
adicicnados al medio de reaccion, pudo hacerse un registro control para observar la
magnitud de tal efecto. Se calculd una estequiometria de 1 mol de AIA oxidado por un mol
de Oz consumido. Desafortunadamente, tampoco demostrd ser un método idéneo, pues los
registros del consumo de las mezclas preparadas no siempre permitieron interpretar
claramente cual de los componentes era oxidado; por otra parte, medir exciusivamente el
consur1o de oxigeno no proporcionaba informacion acerca de los productos que en cada
condic:6n se formaron. Para valorar este ultimo aspecto, y asi tener una imagen mas integral
del furcionamiento del sistema auxina-oxidasa, se realizaron los espectros de absorcion,

manejaiido las mismas variantes probadas para el registro polarografico.
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La tabla 6 resume los resultados obtenidos del registro polarografico con la
petoxidasa de rabano. La tabla 7 muestra los registros polarograficos obtenidos a partir del

extracto de hipocotilos de frijol mungo.

La peroxidasa de rabano no fue capaz de degradar en forma importante al AIA si no
existia en el medio diclorofenol(DCP), como puede notarse al comparar la linea 1 (20.83
nmcles de oxigeno consumido/ug proteina min) con la linea 3 (2.78 nmoles de oxigeno
consumido/lg proteina min) de la tabla 6; también pueden compararse los espectros de
absorcion de las figuras R3a y R3c, en los que se comprueba que el AIA no pudo oxidarse
aun en presencia de Px si en el medio no estaba presente el DCP, en cambio en la figura R3b
se aprecia que el AIA se oxidd en presencia de este Gltimo compuesto. Cuando se utilizo
extracto crudo en lugar de peroxidasa de rabano, se presentd una disminucion del consumo
de oxigeno en ausencia de DCP hasta aproximadamente la mitad (comparense los renglones
1y 3 de la tabla 7 o los renglones 2 y 4 de la misma tabla). La presencia simultanea del DCP
y H2Q); produjo un decremento en la absorbencia en la region de los 280 nm y un aumento
en la region de los 248 nm, que corresponde a la formacién de derivados oxindélicos (figura
3d). La presencia de peroxido de hidrogeno en estas condiciones, acentia la velocidad de
consuimo de oxigeno (ensayo 2 de las tablas 6 y 7), desapareciendo ademas el periodo de
retardo observado en la oxidacion del AIA (de acuerdo con lo reportado por Gaspar et al.
1982) (resultados no mostrados). La oxidacién del AIB catalizada enzimaticamente (tanto
por la Pxs de rabano como por el extracto) no pudo registrarse con el reactivo de
Salkowski, pero mediante el registro polarografico se demostré que el AIB se oxida a una
velocidid bastante menor (tan sélo 2.94%) con respecto a la alcanzada con el AlA por el
extracto crudo, registrandose una velocidad en presencia de DCP + peroxido de 0.045
nmoles de O, comparado con 1.53 nmoles que se registraron cuando en las mismas
condicicnes se oxido AIA (ver tabla 7). También se observd una menor velocidad de

consumo de oxigeno con el AIB como sustrato, al utilizar peroxidasa de rabano tipo 11 (ver

b



tab'a 6); pero la diferencia no fue tan pronunciada como la observada en el extracto crudo.
Se observé un consumo de 22.8 nmoles de O, jug de peroxidasa min”', cuando se oxidé
AIR, correspondiendo a un 57.81% de la velocidad alcanzada al utilizar AIA como sustrato,

que fue de 39.44 nmoles de O, pg de proteina™ min™.

La aplicacion de floroglucinol (FG) redujo en proporcion muy baja el consumo de
oxigeno cuando el AIA fue el sustrato (comparense las lineas 1 y 6 de las tablas 6 y 7), pero
ilama {a atencion que‘ cuando no hay AIA o AIB en el medio, y sélo en presencia de DCP, el
FG e oxida intensamente (observar la linea 12 de las tablas 6 y 7), se demuestra asi que es
. un sustrato oxidable para la peroxidasa de rabano tipo I, alcanzandose una velocidad de
consumo de 46.39 nmoles de oxigeno consumido g de proteina”’ min' |, que fue la
velocidad mas alta que pudo registrarse entre los ensayos realizados (linea 12 de la tabla 6),
ademas de observarse un incremento en la absorbencia entre los 230 y los 300 nm, que
puede corresponder a la formacion de quinonas que pudieron formarse al oxidar al FG como

puede verse en la figura R4c,

Es notable que todos los tratamientos que contuvieron H,O, + DCP + AIA 6 FG
tuvieron una velocidad de consumo de oxigeno muy elevada (tratamientos 2 y 12 de las
tablas 6 y 7) y cuando estuvo el AIB en lugar del AIA o del FG, se obtuvo una velocidad de
oxidacién razonablemente menor en los ensayos con peroxidasa y mucho menor cuando se
ensayd el extracto crudo. De acuerdo con lo anterior, el FG no reemplaza la funcion del
DCP, pero al parecer si puede sustituir al sustrato oxidable. es evidente sin embargo, que el
AIB presenta una dificultad importante para oxidarse, pero sorprendentemente, la oxidacion
de esta auxina no requiere de la presencia de DCP, en cambio si es preciso que se agregue
Hy0; (comparar tratamientos 7 y 10 de las tablas 6 y 7). Es importante sefialar que el AIB
llega a ser oxidado por ia Pxs de rabano, aunque minimamente, mientras exista en el sistema

AJA, aln en ausencia de DCP y peroxido (ver linea 9 de la tabla 6). Es de llamar la atencion,



también, que en los ensayos conteniendo AIB + peroxido de hidrogenc, el consumo total de

07 fue menor que el registrado en la oxidacion del AIA, interpretandose que cuando se

vuelve limitante el peroxido agregado al medio de reaccion, se interrumpe el consumo de O9

puesto que la reaccion se detiene. Se fortalece esta interpretacion al observarse que después
de adiciones sucesivas de peréxido, se reactivo el consumo (resultados no mostrados). El
ensayo que contuvo AlB, FG y DCP y que carecio de peroxido y AIA presentd una
velccidad de consumo de oxigeno 44.72 nmoles pg”’ de peroxidasa de rabano tipo II min™ |
que fue la segunda mayor velocidad registrada de la serie (linea 11 de la tabla 6) y alcanzo
un valor muy semejante al que se obtuvo en la linea 12 de la misma tabla, con la mezcla FG
+ peroxido + DCP. Este alto consumo se considerd asociado a la oxidacion del FG, porque

no s¢ observd el tipo de trazo obtenido con la oxidacién del AIB,

Con la finalidad de incrementar la actividad observada en el extracto. se procedio de
acuerdo a lo sefialado en material y métodos (procedimiento 4) a concentrar la proteina del
extracto. Con esta fraccion enriquecida se realiz6 un conjunto de ensayos similares a los
indicados en la tabla 7. Al realizar el registro polarografico de la fraccion enriquecida, la
mayor diferencia observada con respecto al extracto crudo fue que la reaccién transcurrio
muy lentamente, en particular, en ausencia de peroxido, y que al aumentar la concentracion
de peroxido en lugar de consumirse oxigeno, éste aumnentaba en el medio. tal vez como
consecuencia de la presencia de catalasa en una mayor concentracién, que contribuia a la
descomposicion del peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua, en mayor proporcién que lo

observido en el extracto crudo.
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Se obtuvieron registros de los espectros de absorcion al tiempo cero y a los 5
minutos, utilizando peroxidasa de rabano tipo II, como sistema para establecer con mayor
facil: dad las mejores condiciones para la oxidacion de las auxinas y las caracteristicas de sus
productos de oxidacion. Los resultados se muestran en los registros de las figuras R3, R4 y
R5. L.os trazos A corresponden a los que se obtuvieron al tiempo cero y los trazos B fueron
obteridos después de 5 min de incubacion a 30 ° C. En la figura R3a se verificé que el AIA
no se oxida en la ausencia de DCP vy si lo hace en su presencia (figura R3b). Al comparar ia
figures R3c que fue obtenida en presencia de AIA + perdxido, con la figura R3b (AIA +
DCP), se encontrd que sin DCP, aiin en presencia de peroxido, el AIA no se oxida. En la
figura R3d se observa un incremento en la absorbencia sobre todo en la region proxima a los
248 nm, que se interpreta como la oxidacion hacia derivados oxindélicos del AIA. En
cambio, como se muestra en la figura R3b, si no se agrega H,0, al sistema. no se generan
productos que absorban a 248 nm. En resumen, las figuras R3a, R3b, R3¢ y R3d muestran
que el AIA puede oxidarse en presencia de DCP (en estas condiciones no se producen
oxindo es); no puede oxidarse con la séla adicion de H,0, y si se adicionan simultaneamente

H;0, y DCP, se producen oxindoles como resultado de la oxidacién del AIA.

La figura R4a, muestra que en la presencia de AIA + H,0, + FG. no decrece la
absorbeacia en la region caracteristica del grupo indol, como se pudo apreciar en la figura
R3d, y existe un aumento en practicamente todas las longitudes de onda analizadas. Se
interpretd que este cambio implicé ademas de la oxidacion del AlA, la del FG. Seghn se
aprecia en la figura R4b, la ausencia de H,O; en el medio limita el incremento de absorbencia
en el intervalo de longitudes de onda estudiado, interpretandose que el FG pudiera ser
transformado en forma mas eficiente mediante la actividad peroxidasa de la enzima. Se
comproba que el FG era transformado en estos ensayos, al excluir al AIA del medio (figura
R4c). También se demostrd, que la adicion de DCP al sistema que contenia FG y AlA en

presencia de H;O, promovid la acumulacién de sustancias que absorbieron a 248 nm, con la
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concomitante disminucion de la absorbencia en la regidn caracteristica del grupo indol,
reforzando la idea que el AIA se consume para generar productos oxindolicos, ademas de

los productos de la oxidacion y de la peroxidacion formados a partir del FG (figura R4d).

La comparacion de las figuras R5a, R5b y R5¢ comprueba que el AIB pudo oxidarse
mas eficientemente, al adicionar DCP y perdxido. aunque a diferencia de la oxidacion del
AlIA, con la sdla adicion del DCP no se registré oxidacion y en cambio si ocurrid con la
adicion de peroxido. En la figura R5d se observa un incremento en la absorbencia en mayor
numero de longitudes de onda que lo observado en la figura R5b, por lo que se puede
intergretar que se esté oxidando el AIB (puesto que el medio contiene Px), ademas del FG
(de acuerdo a lo que puede apreciarse en la figura R4c, se incrementa la absorbencia en
cierta; longitudes de onda, que sumadas a los incrementos observados en la figura RSb,

llevan a lo que se aprecia en la figura R5d).

Al cbmparar las figuras R5¢ y R5d, se comprueba que el FG disminuye el pico de
absorbencia cercano a los 248 nm, correspondiente a los derivados oxindélicos: lo mismo
puede apreciarse al comparar las figuras R3d y R4d. Estos resultados sugieren que el FG
reduce la formacion de derivados oxindolicos, este papel del FG coincide con el que se ha
propuesto para los compuestos fendlicos en el trabajo de Grambow y Lagenbeck-Schwich

(1983).

Los efectos que en general se observaron por parte del FG en los ensayos
enzimat.cos realizados in vifro, demuestran una funcién como agentes que obstruyen la

oxidacién del AIA, pero no parece ser el caso que esto ocurra como resultado de una



ABS

2
1.5 1
1
0.54
0- T T T ) ¥ T T
220 240 260 280 300 220 240 260 280 300
nanomelros nanometros
a b
C d
ABS: ABS

220 240 260 280

nanometros

300

ATA+DCP+py

220

240 260 280 300

nanometros

Figura R3. Se muestran los trazos obtenidos en 4 condiciones que se indican en cada uno
de los casos representados (a, b, ¢ y d). Las concentraciones empleadas de las sustanciay
adicionadas fueron: AIA 300 pM, AIB 300 pM, FG 3001, H,0)» 6uM (Px), citrato 5 mM,
DCP 1201M y MnCl SpM. Los trazos A corresponden al tiempo 0 y los B a 5 minutos. Se
adicionaron 4 ug de peroxidasa de rabano tipo 11 en todos los ensayos.
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Figura R4. Se muestran los espectros de absorcion entre los 220 y los 300 nnt de diferentes
mezclas preparadas como se indica en las grdficas a, b, ¢ y d Las concentraciohey
utilizadas fueron las mismas que se reportaron en la figura 3. Los trazos A corresponden ul
tiempo 0y los B a 5 minutos. Se adicionaron 4 pg de Peroxidasa de rabano tipo Il en todos
los ensayos.
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Figura R5. Se muestran 4 espectros de absorcion gue corresponden a los ratamientos que
se indican como a, b, ¢ y d. Los trazos A se realizaron al tiempo 0 y los B a los 3 minutos.
Cada mezcla se incubé a 30°C y tuvo una composicion igual a la indicada en la figura R3.
Se adizionaron 4 ug de Pxs de rabano tipo I]. El espectro de AIB sélo, no mostro
diferencia entre los trazos A y B.



inhibicion de la actividad de AIAox, como lo reportan Vazquez y Mato (1991) para ciertos
compuestos fendlicos, sino mas bien, por representar un sustrato que también puede ser
oxidado, quitandole asi al AIA la oportunidad de ser oxidado, es decir, actuando como

antioxidante.

La disminucién en la absorbencia en los 270, 280 y 290 nm, regiones caracteristicas
del grupo indol siempre fue interpretada como degradacion del grupo indo! y el aumento
concomitante de absorbencia en la region cercana a los 248-251 nm se interpretdé como

formacion de derivados oxindolicos.

Atendiendo a la dificultad que existio en la interpretacion de lo que ocurria al aplicar
los tratamientos al extracto crudo, probablemente debido a la composicion multiple de este
extracto, y en vista del valor que tendria identificar las propiedades cinéticas de aquella
isoenzima que modificé mas importantemente su actividad al aplicar los tratamientos que
estimularon la formacion de raices adventicias, asi como establecer en qué fraccion
subcelalar se localizaba esta isoenzima, se obtuvieron por separado extractos de tejidos de
raiz y tallo y se cuantificé la actividad de AlAox (registro polarografico) y peroxidasa
(pxasa) (espectrofotométricamente) en ambos extractos, en la figura R6 se puede observar
como en el extracto de la raiz, la actividad pxasa es de 3.5 veces mayor que la del tallo
(27.13 unidades en raiz contra 7.6 en tallo) y la de AlAox es 7 veces mayor (1.76 nmoles
de O,.y1g proteina”’ min™ en raiz contra 0.25 nmoles en tailo). Las diferencias en estas
proporciones son atribuibles a una composicion distinta en el contenido enzimatico de
ambos tejidos, predominando en la raiz aquellas isoenzimas con mayor actividad de AlAox y

pxasa.
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Con el antecedente mencionado se procedié a obtener los patrones isoenzimaticos de
pxasay AlA-ox para los tejidos de raiz y tallo, encontrandose que tanto en la raiz como en
el tello, los patrones para ambas actividades difieren {como se muesra en las tiguras R7A. B
y C). Por otra parte, se observé que no todas las bandas con actividad de AlAox
presantaron actividad de pxasa, como se aprecia- en los registros cuantitativos que se
prepararon a raiz de esta observacidn, descritos en las figuras R7A, R7B y R7C. En ellas se
registraron: el AIA residual mediante la prueba de Salkowsky para la cuantificacion de
AlAox y el aumento de absorbencia a 430 nm, en presencia de o-dianisidina para la medicion
de la actividad de Pxasa. En ambos casos se utilizaron rebanadas de 4 mm, que fueron
obtenidas después de realizar electroforesis de acuerdo al procedimiento 6 de Material y

Meétoidos.

En las dos actividades reveladas fue interesante observar que de todas las isoenzimas
la mas activa en raiz era la mas cationica, esta misma isoenzima estuvo presente en el tallo,
aunque no fue la mas activa, como puede verse en las figuras R7A y R7B.

Al realizar un densitograma de las bandas reveladas en la raiz, se calculd que esta
banda catidnica contribuyd con aproximadamente el 70% de la actividad de AlAox total. Al
observerse que se trataba de la isoenzima mas activa, se procedid a su fraccionamiento, Este
se efectud mediante una electroforesis preparativa, de acuerdo con el procedimiento 6 de
Material y Métodos. Se estudio el grado de enriquecimiento de la fraccion que contuvo a la
isoenzima mas activa mediante el corrimiento de electroforesis de cada fraccidén con

actividad de AlAox, revelando tanto con Azul rapido BB base, como con Nitrato de Plata
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(procedimientos 9 y 10), para establecer cuantas isoenzimas contenia la fraccion

correspondiente y cuantas bandas proteicas.

nmoles O,/ug proteina/min unidades
2 30
~25
1.5
(] Ala-ox 20
1 Pxs
1 - 15
~10
0.5
-5
0 0
TALLO RAIZ
EXTRACTOS

Figura R6. Se muestran las actividades de AIAox y Pxasa. Las condiciones de medicion se
describzn en los procedimientos 13y 14 de material y métodos. Se definio una unidad de
activided de peroxidasa como el cambio en [ unidad de absorbencia a 430 nm, provocado
por 1 mg de proteina por minuto.
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Figura R7A. Los perfiles se determinaron con 200 pl eluidos a partir de segmentos de 4 mm que fueron tomados
de un gel en el que se habia realizado electroforesis preparativa de acuerdo al procedimiento 6 de Material v
Métodos. La actividad de Pxs se estimd por la reaccién de o-dianisidina leyendo el cambio de absorbancia a 430
nm. Los signos + y - indican la polaridad del campo eléctrico en 1a electroforesis. Se representan las actividades
isopernxidasas registradas en raiz y tallo, conforme se avanzé en el gel desde el extremo que tuvo contacto con el
catodo hasta el que lo hizo con el anodo.

Una vez que se dispuso de una fraccion suficientemente pura de esta peroxidasa
catidnica se procedid a establecer su localizacién celular. En la figura R8 se observan los
densitogramas de muestras de protoplastos, digerido de 'pared y de la fraccion enriquecida.
La baxda correspondiente a la peroxidasa catidnica se encontrd en el digerido de pared
celular y no se observod una banda con el mismo Rf en la muestra de protoplastos. Estos
resultados sugteren que la peroxidasa catidnica se encuentra localizada en la pared celutar.
La localizacion de peroxidasas cationicas en el apoplasto en diferentes especies ya ha sido

reportada (Ridge y Osborne, 1971; Gaspar et al, 1982; Goldberg, 1986; Zheng y Van
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Huystee, 1992a; Brownleader et al, 1993), por lo que la peroxidasa que se aislé en el

presente trabajo, se suma a las peroxidasas con esta localizacion.

Se procedid a caracterizar la peroxidasa catidnica, encontrando mediante
eleciroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, una sola banda proteica de 40 KD de
peso molecular, revelada con azul de Coomassie (figura R18). Por otro lado, se buscod
calci lar el valor de Km para la enzima purificada, aunque no fue posible registrar suficiente
activ.dad para valorar esta constante cinética. No obstante, dado que la mayor proporcion
de las actividades encontradas se debian a la presencia de la isoperoxidasa cationica del
apoplasto (PCA), se estimé en el concentrado proteico una “Km promedio”. En realidad
ésta ro representa el comportamiento de una séla enzima, pero se considerd que este valor
es significativo, si se atiende a que la PCA represent6 el 70% de ia actividad de AlAox total.
La Kra que se obtuvo para la actividad de ATAox fue de 41.74uM vy para la de AlBox de
74.951M. Estos valores fueron estimados a partir de la grafica de Lineweaver-Burk. Los
valores de Km encontrados para la oxidacion de las auxinas caen dentro del rango que se
esperaia, considerando las concentraciones de las auxinas (0.1-10 pM) in vivo; también
tienen sentido a la luz de la Kd de la ABP 1 (auxin binding protein 1) para el AIA, que se
reporta como 4.75 UM (Tian et al, 1995). En las figuras R9 y R10 se observan los graficos
de la linearizacion para estas actividades; aqui se distingue que la Kin para AIA-ox es casi la

mitad del valor para AIB-ox, indicando mayor afinidad de la PCA por AIA sobre AIB,
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Figura R7B. La determinacion de los perfiles de actividad se obtuvieron como se describié en Ia figura R7A, sdlo
que en lugar de registrarse la actividad de Pxs, se cuantificd Ia actividad de AlAox mediante la titulacion del
AlA rasidual con el reactivo de Salkowsky. Se muestran las isoenzimas con esta actividad a lo largo del gel desde
¢l extremo que estuvo en contacto con el catodo hasta el que estuvo préximo al anodo. Las flechas indican las
isvenzimas que se abservan con actividad notable en la raiz y que en el tallo tienen una actividad despreciable o
nula,
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Figura F7C. Con fines comparativos, se reitnen los perfiles de ALAox ¥ Pxs obtenidos para raiz. Se muestrun las
isoenzimas con estas actividades a lo largo del gel desde el extremo que estuvo en contacto con el catodo hasta el
que estura proximo al anodo. Las flecha indica la iseenzima que mostro actividad de ALAox sin que se registrara
actividad significativa de Pxs.
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Figura R3. Se realizaron densitogramas con las muestras que se indican empleando un densitometre Hoeffe. Se
demuestra que la peroxidasa cationica es la mas abundante en el extracto de raiz, que en protaplastos no es lu
isoenzima mas abundante , que en Ia fraccién enriquecida de peroxidasa aumenta la proporcion de esta
actividad ¥ que la fraccion correspondiente a la banda de mayoer actividad de fa pared celuiar tiene un grado
minimo d: contaminacion con otras isoperoxidasas. Se revelé en e gel la actividad de AIAox como se indica en
material ¥ métodos. La “peroxidasa de pared celular” fue una fraccion originalmernte obtenida rebanando un
primer gel de poliacrilamida, que se mucerd para recuperar la peroxidasa y se volvido a correr
electroforiiticamente obteniéndase el densitograma que se muestra.
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Figura R9. Se muestra |a grifica de dobles reciprocos de Lineweaver-Burk para la actividad de AlAax obtenida
de un concentrado proteico fraccionado con sulfate de amonio habiendo partido de raices de frijel mungo. La
estimacion de la Km que aqui se realizd, es en realidad un promedio de los valores de una mezcla de isoenzimas,
en ta quz la actividad de la PCA represents el 70% de la actividad total. El valor de Ja Km correspondio a 41,74
pM.
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Figura :R10. Se muestra la grafica de dobles reciprocos de Lineweaver-Burk para Ia actividad de AIBox. Dicha
actividad fue medida polarogrificamente en una fraccién precipitada con sulfato de amanio, obtenida con e
procedimiento sedalado en Ia figura RS. El valor de Km (74.95uM)representa en realidad un promedio de los
valores e una mezcka en la que la peroxidasa cationica representa el 70% de actividad.
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* En la figura R11 se grafican los valores de actividad de AIA-0x y AlB-ox en un
gradiente de pH. En esta grafica se registraron los pHs 6ptimos (4.5 y 3.9 para AlA-ox y
AIB-ox respectivamente). Estos valores no se alejan de los reportados por Garcia-
Florenciano et al (1992) quienes encuentran una actividad de AIAox éptima alrededor de pH
4 para las fracciones con actividad de peroxidasa obtenidas por cromatografia con

Polrnilpolipirrolidona (PVPP) de extractos de Vitis vinifera cv. Gamay.
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Figura R11. Optimos de pH para las actividades de AlAox ¥ AlBox. En ambos casos la actividad fue
determinada por el consumo de oxigeno. Las muestras con los diferentes pHs se prepararon con buffer de
citratos 30 mM, ajustando al pH deseado con adiciones de una solucién de HCI 0.1N, El pH se determino con un
pHmetro Orion modelo 720.
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Figuri R12. Se muestra la evelucién en el tiempo del voltaje y 1a corriente, datos indispensables para determinar
la finalizacion del electroenfoque. Elb electroenfoque fue realizado de acuerdo al procedimiento 15 descrito en
Mater al y Métodos.

Alternativamente se procedio6 a la puriﬁcacic’;n de la PCA mediante fraccionamiento
por electroenfoque de un extracto de raiz, los detalles de las condiciones del electroenfoque
se especifican en el apartado de métodos. En la figura R12 se describe la evolucion de la
condiciones eléctricas del electroenfoque, notandose la tendencia del voltaje a ser constante
y la disminucion gradual de la corriente, indicando la estabilidad del gradiente formado y la
finalizacién del mismo. Se separd el gradiente en 19 fracciones a las cuales se les determino
el pH y la concentracion de proteina. La figura R13 muestra el perfil de estos parametros
encontrandose grandes concentraciones de proteina en fracciones con pHs acidos,
Partiu; larmente las fracciones 15, 17 y 18 con pHs de 5.15 , 4.43 y 4.02 respectivamente

registraron las maximas concentraciones de proteina.
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Figura F:13. Perfil de actividad de Pxs y contenido proteico del extracto de raiz en el gradiente de pH formado en
el elecircenfoque. Se definié unidad de Pxs como el cambio en 1 unidad de absorbeacia 2 430 nm provocado por
1 mg de proteina por minuto. Se midié el contenido de proteina con el método de Bradford. Puede observarse que-
el pH mis dcido correspondio a las fracciones con mayor numeracién.
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Una vez ubicadas las fracciones con mayor actividad de Px se realizaron
electroforesis para comprobar su pureza. La figura R14 refleja los patrones de
isoperoxidasas de las fracciones 6, 9, 13, 15, 17, 18 y 19 del electroenfoque descrito en la
figura R13, observandose que la fraccion 6 es la que contiene mas pura a la PCA (carril 1).
Se realizé también la electroforesis de las fracciones 1 a la 10 del electroenfoque descrito en
la figara R13, revelandolo para la actividad de AIA-ox y encontrando que la PCA no tiene

isoenzimas contaminantes en las fracciones 1 a 7 (figura R15).

Mediante los registros anteriores pudieron seleccionarse las fracciones 1, 2 y 3 por
tener .a maxima pureza de la isoenzima catidnica de interés. Se estimo el PM, confirmandose
un valor de 40 KD, que se habia determinado previamente mediante la puriticacion de la
proteina por la electroforesis preparativa. La imagen del gel obtenido para la estimacion del

PM se puede observar en la figura R16.

De los resultados anteriores es claro que la principal isoenzima con actividad de
oxidasa del AIA tiene una localizacion en la pared celular, se le encuentra mas concentrada
en el tejido radical, es capaz de oxidar al AIB, presenta actividad de peroxidasa, su PM de
40 KD cae dentro del rango caracteristico de las peroxidasas (Gaspar et al, 1982; Gazaryan
y Lagrinini, 1996) que tiene un pH optimo de 4.5 para la oxidacion de AIA y 3.9 para el
AIB y cue por su ubicacién es muy sugerente su participacion en el control de la respuesta
rizogénica. Resulta también interesante que los valores de Km de la AlAox se encuentren
entre 10° y 10 M (74.954 M para el AIB y de 41.76 uM para el AIA) que corresponden
con los valores de concentracion limite para estimular la formaciéon de raices adventicias
(conside-ando la concentracion de la auxina exdgena) y que el pH 6ptimo se aproxime a los

valores que en solucidn acuosa tienen las auxinas. Es claro también que existe una mayor
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afinidad por parte de esta enzima hacia el AIA, por lo que es de esperarse que el AIB sea
mas resistente a ser degradado por ésta. Sin embargo. la menor afinidad del AIB por si sola,
no explica la gran diferencia en actividad que se encuentra en este trabajo entre las auxinas
que se ensayaron. La adicion del floroglucinol, que actué como antioxidante de as auxinas,
de acuerdo con los resultados de este trabajo. no produjo una promocion comparable a la

inducida por el AIB sobre la formacion de raices adventicias. El aumento en la

concentracion de AIA tampoco permitio obtener una promocion tan significativa.

1 2 3 4 5 6 7

Figura R14. Se observa un barrido del gel revelado para observar bandas con actividad de peroxidasa.
Se corrid la electroferesis de acuerdo al procedimiento 8. El gel fue revelado en un medio que contuve bencidina
3.8 mM, perdxido de hidrégeno 45 mM y acetato de sodio 100 mM, pH 4.8. Pucde notuarse en ¢l carril 1 que no se
revelan isoperoxidasas contaminantes. En los demis carriles se revelan isoperoxidasas adicionales o la
peroxidasa catidnica revelada cen el carril 1. Se sembraron las fracciones obtenidas del isvelectroenfoque ue
conteniar una mayor concentracion de proteina (ver figura R13). Estas fueron las fracciones 6, 9, 13, 15, 17, 18
19, que fuervn sembradas en los carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente, El citodo se ubico en la parte
superior Jel gel.
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Figura R15. Se muestra un barrido de un gel revelado para AlAox de acuerdo al procedimiento Y,
tomado de Talwar et al, 1985. Los carriles contuvieron las fracciones 1 a 10 que se ilustran en Ia figura R13. Se
observa que se tiene purificada a In isoperoxidasa catiénica que presenta actividad de ATAox, al comprobarse
que en lys carriles 1 a4 7 no hay mais bandas.

Se investigd qué efecto provocaron el AIA, AIB y FG sobre la respiracion en
mitocondrias aisladas de frijol mungo (en vista de que estas sustancias promovieron la
formacidn de raices). También se investigaron los efectos sobre la formacion de raices
adventicias de un inhibidor de la respiracion mitocondrial antimicina, que inhibe el complejo
IT (Succinato deshidrogenasa), un inhibidor de la sintesis de ATP acoplada a la respiracién y
un inhib dor de la translocacion del ADP (Antimicina, oligomicina y carboxiatractilésido). Al
probar el efecto del FG, AlA y AIB sobre la respiracion mitocondrial, se observa que el AlA
inhibi6 este proceso de acuerdo a lo que se observa en la figura R17.

En la risma figura puede observarse que el AIB inhibi6 en mas del 50% a una
concentracion de 20 uM y logro inhibir en mayor grado este proceso que el AIA, que de
acuerdo con el grafico, requeriria una concentracion 50 uM para lograr efectos similares.
Debe destacarse que inmediatamente después de la adicién de estas sustancias al medio de
reaccion, se observaron los efectos inhibitorios en el mismo grado que se presentaron

cuando lzs mitocondrias fueron preincubadas en la presencia de las mismas. Esto sugiere que
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no existe obstaculo para el transporte a través de la membrana de la mitocondria o que el
efecto ejercido no implica la necesidad de que sean transportadas. Aunque no se muestran
los resultados, el FG no tuvo ningun efecto sobre la velocidad inicial de consumo de oxigeno
en las diferentes concentraciones en que fue administrado (que fueron las mismas que las de

las auxinas aplicadas).

e KD
97.4 KD
45 KD

40 KD

29 KD

Figura F.16. Sc muestra Ja imagen que permitié establecer que la PCA tuvo un PM de 40 KD. Las bandas de)
carril izjuicrdo corresponden a un kit para determinacién de PM. Sigma MW-SDS-200. Sc¢ corrid una
electrofo esis en geles de poliacrilamida con SDS de acuerdo al procedimiento reportade porLaemmli. Los
marcado-es de peso molecular fueron Miosina de conejo (205 KD), Galactosidasa de £ coli (116 KD).
Fosforilain B de musculo de conejo (97.4 KD); Albiimina de suerio de bovino (66KD), albimina de hueve (45
KD} y anhidrasa carbonica de eritrocitos de bovino (29 KD).

Zomo ya se indicO, se investigd el efecto de la antimicina, la oligomicina y el

carboxiatractilosido sobre la formacion de raices adventicias. Los resultados se muestran en
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la figura R18. Llama poderosamente la atencidn la intensa estimulacion lograda con todos
los inhibidores de la respiracion que se probaron, particularmente, que la oligomicina
estimule en 64.54 % mas que el AIB y que con respecto al control la antimicina estimule un
72.€2%, el carboxiatractilosido un 85.71% vy la oligomicina un 230.36%. Al resultar la
oligomicina el mejor tratamiento de entre todos los realizados, se evalué cual podria ser la
concentracion mas efectiva para la formacion de raices laterales, y segun puede observarse
en la figura 19, la concentracidén originalmente probada (1 pg/ml) fue la mejor. Dicha

concentracion no se expresa en pmoles/ml, por proceder de una mezcla de oligomicinas de

diferente PM,
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Figura R17. Se muestra ¢l comportamiento de la respiracion mitocondrial ante la aplicacién de cancentraciones
crecientzs de AIA y AIB. La composicién del medio de reaccion se indica en Material y Métodos (procedimiento
18). La actividad respiratoria se reporta per mg de proteinn mitocondrial que fue estimada con el reactivo de
Bradforl. Las mitocondrias fucron obtenidas de acuerdo al procedimiento 18.
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Figura E18. Sc representan mediante barras Ias respuestas que en cuanto a namere de raives por estaca se obtuvieron en
segmentos de plintias de frijol mungo después de 24 hs de tratumiento con las concentraciones indicadas en el cnndro, en el gque
también se expresan loy valores promedio £ la desviacion standard de lus raices formadas en lotes que coustaron de 30 plantulas. Las
plantulas etioladas se mantuvicron toda el tiempeo en la obscuridad,



RAICES/HIPOCOTILO

Hg OLIGO/mI

pg oligomicina/ml 0 ] 2
Raices/2staca 16.23+5.23 55.5+14 .44 23.23+11.86

Figura R19. Se representan las respucstas de enpaizamiento de hipocotitos de frifol mungo tratadus con
3 concentraciones del inhibidor de Ia ATP sintetasa mitocondrial oligomicina. Las concentraciones del inhibidor
s¢ sefialan en el recuadro. La respuesta rizogénica es una media calculadn para una poblacion de 30 segmentos
en cada tratamicate.
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Figura R20. Se muestran las velocidades iniciales (en nanomoles de O 7200 pl de protoplastos por
minute; de consumo de O; en protoplastos aislades de frijol mungo en tres condiciones: La condicion control
correspondié a la incubacion de los protoplastos en un medio de reaccion conteniende: KH;PO, 200 1M, KNO, 1
mM, MgS0,.7H;0 1 mM y manitol 0.6 M con pH 5.8 (ajustade con KOH). Los tratamientos con AIA o AIB se
realizaron adicionando al medio control, una concentracién final 50 uM de auxina. Se muestran también las
velocidades iniciales de cambio en la concentracion molar de H™ en nanomoles/200 pl de protoplastos per min.

La concentracion de oligomicina que resulia efectiva en la inhibicion de la ATP sintetasa
mitoccndrial, es de 400 ng mg™ de proteina de particulas submitocondriales (Ramakrishna y
Rao, 1976). En 120 g de tejido fresco se obtienen 15 mg de proteina de particulas

submitocondriales, fo que implica que se requiera alrededor de 6 jig de oligomicina para



.

afectar a 120 g de tejido, considerando que la oligomicina puede llegar libremente a las

mitccondrias para ejercer su efecto..

Como consecuencia del efecto de los inhibidores de la respiracion se considerd que
podria afectarse la concentracion de cationes en el citosol, para lo cual se busco determinar
la concentracion de iones Ca®” y K*. No se pudo determinar la concentracion en el citosol,
porgue no se dispuso de un método confiable que midiera estos iones exclusivamente en el
citosol. Alternativamente, se estudi6 el contenido de Ca® y K™ en mitocondrias aisladas que
fueron tratadas con AIA y AIB, en comparacion con un tratamiento control sin auxinas,
comn una aproximacion indirecta para estudiar la posible variacion en los contenidos de

iones mas importantes en el citosol.
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Figura R21. Efecto de |a concentracidn de auxinas sobre la velocidad inicial de cambio en fa concentracion de H”
en el medio de reaccion conteniendo mitocondrias aisladas de frijol mungo. La composicién del medio de reaccion
fue la misma que el empleado en la medicion de la respiracion mitocondrial. Se administraren 3 concentraciones
(200 DM, 500 nM v 1 000 nM) de AIA o AIB.
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En la figura R21 se muestran los efectos del AIA y el AIB sobre la velocidad de
cambio en la concentracidn de protones. Se. observd en general una disminucion en la
velocidad de expulsion de protones, que es consecuente con la inhibicidon provocada en la

respiracion mitocondrial, aunque el AIA provocoé un descenso mas pronunciado que el AIB.
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Figura R22 Se muestran los micromoles de iones calcio en mitocondrias que fueron incubadas en presencia de
AlA o AlB, o en su ausencia (tratamiente control). La composicidn del medio se deseribe en material y métodos.
Las concentraciones finales de AIA ¥ AIB correspondieron a 50 pM. Se interrumpié la incubacién a las 20, 40 v
60 min, s:dimentando las mitocondrias y digiriendo con dcido nitrico para medir por espectroscopia de absorcién
atomica el contenido de Ca®™
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Figura R23. Se muestran los micromaoles de iones potasio en mitocondrias que fueron incubadas en presencia de
AlA o AIB, 0 en su ausencia (tratamiento control). La composicion del medio se describe en material ¥ métodos.
Las con :entraciones finales de AIA y AIB correspondieron a 50 pM. Se interrumpié Ia incubacién a los 20, 40 ¥
60 min, sedimentando las mitocondrias y digiriendo con acido nitrico para medir por flamometria el contenido de

K"
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La captacion de calcio por parte de las mitocondrias disminuyd, con la aplicacion del
AJA vy el AIB, después de una hora, la variacion fue muy notable, provocando una mayor
disminucion en ese tiempo el AIA, en contraste con el mayor efecto inhibitorio sobre la
respiracion por parte del AIB. De cualquier forma, se considera que el efecto sobre la
capta:ion del calcio se encuentra estrechamente vinculado con la disminucién en el bombeo
. de protones, como consecuencia del abatimiento de la respiraciéon determinando una menor
tendencia a la incorporacion de cationes, entre ellos el calcio. Se considerd tmportante el
efecto observado en la figura R23, en la que se aprecia un efecto de las 2 auxinas.
dismir.uyendo la captacion de potasio por las mitocondrias, que se considera refleja el etecto
inhibitorio provocado sobre la respiracion. Los efectos asi observados, sugieren que al
alterarse la respiracion mitocondrial por parte de las auxinas, se limita la captacion de
cationes por parte de las mitocondrias. La mayor actividad del AIA en la disminucidn de la
acidificacion del medio provocada por las mitocondrias, y en la disminucion en la captacion
de Ca’", no fue consecuente con la mayor actividad que demostrd el AIB como inhibidor de

la respiracion mitocondrial y como mejor promotor de la formacion de raices adventicias.
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Discusién

La capacidad del AIB para promover la formacién de raices adventicias fue superior
en todos los tratamientos realizados. Esta pronunciada diferencia podria atribuirse en
principio a la posible mayor resistencia que opusiera el AIB a ser degradado con respecto al
AIA, como lo han sugerido Epstein y Ludwig-Muller (1993), y como podria interpretarse de
la mayor afinidad de la auxina-oxidasa hacia el AIA (Km =41.76 pM), con respecto a la que
se ercontr6 para el AIB (Km = 74.95 pM) en el presente trabajo. Sin embargo, el
incrernento de la concentracion de AIA en las soluciones de tratamiento no condujo a una
mayor promocion en la formacion de raices adventicias (resultados no mostrados), como se
espereria si la razon por la que esta auxina no promoviera tan eficazmente el citado proceso,
fuera su inactivacion por oxidacion. Ademas, la utilizacion del FG, agente que en este
trabajo demostrd su capacidad para interferir con la oxidacidn de las auxinas actuando como
antioxidante, no permiti6 elevar la respuesta rizogénica a los valores que fueron obtenidos al
tratar con AIB. Lo anterior, sugiere que la alta capacidad del AIB no se debe unicamente a
su mayor resistencia a ser degradado, sino como se discutira mas adelante, a su actividad

inhibitoria sobre la respiracién mitocondrial.

El AIB no se oxida in vifro por la peroxidasa de rabano tipo II en ausencia de
peroxido de hidrogeno (ensayo 7, tabla 6 y figura RSA) y tampoco es oxidado, en esta
condiciones, por el extracto con actividad de auxina oxidasa (ensayo 7, tabla 7), lo que lleva

a sugerir que su oxidacion sélo ocurra cuando en el tejido se produzca H,0,. Estos



resultados refuerzan que el AIB es mas resistente a ser degradado, aunque este aspecto no

es el anico que debe considerarse para explicar la mayor actividad del AIB.

Dada la toxicidad del H,O,, seria deseable que la acumulacién de este compuesto
ocurriera en algun compartimento que mantuviera al peréxido aislado de los sistemas que
resuliarian dafiados por éste; y al mismo tiempo, que en este compartimento se encontraran
peroxidasas capaces de oxidar auxinas. Como se demuestra en la figura R9, la peroxidasa
catidnica con mayor actividad de oxidasa de auxinas se localizé en la fraccion sobrenadante
del tejido digerido con celulasa y pectinasa, que indica su presencia en el apoplasto. La
existeacia de un sistema de peroxidasas con localizacion extracelular en plantas, ha sido
reportado por diferentes autores, entre los que se pueden citar a Ridge y Osborne (1971,
Goldberg (1986), Zheng y Van Huystee (1992), Schopfer (1996) y Chanda y Singh (1997),
la presencia de HzO; en el apoplasto, ha sido demostrada por Schopfer, (1994), y el mismo
autor ha propuesto la existencia de sistemas que pueden segregarlo hacia la pared, y con ello

controlar su concentracion.

La localizacién de peroxidasas con actividad de auxina oxidasa en el apoplasto
favoreceria la degradacion del AIA con respecto al AIB, considerando que éste ultimo, por
su naturaleza menos polar, se incorporaria con mayor velocidad a las células y se tendria una
menor concentracion en el apoplasto; este efecto, sumado a la menor Km que demostro la
PCA, hacia el AIB (Km = 74.95 uM), comparada con el AIA (Km = 41.74 M), soporta

razonablzmente que el AIB se oxide con mayor dificultad, tomando en cuenta que la Km



puece ser una medida aproximada a la afinidad de la enzima por su sustrato. Contar con
H,O: en el apoplasto representa una dificultad més para degradar al AIB. Los valores de Km
encoatrados para ambas auxinas, tienen sentido, a la luz de las condiciones que podrian
encontrarse en la planta y que permitirian la actividad de auxina-oxidasas. De acuerdo con el
reporte de Peters y colaboradores (1997), el AIA es metabolizado cuando se le aplica a
segmentos de coleoptilos de maiz a una concentracion de 10 M, que puede atribuirse a la
presencia de enzimas como la PCA, que presentan una afinidad hacia el AIA compatible con

las concentraciones que podrian tenerse in vivo, en el apoplasto.

Si se intentara atribuir la gran diferencia en la capacidad de promocién rizogénica
entre ¢l AIB y el AIA a la actividad de auxina oxidasa, se requeriria demostrar que no se
encont-ara peroxido de hidrogeno o algin otro cofactor, en las regiones que contuvieran
AIB, para suponer una resistencia a su oxidacion. Al no tener evidencia que esta condicion
se presente, resulta insatisfactorio que para esta capacidad se responsabilice exclusivamente
a la actividad de auxina oxidasa, que tan solo es uno de los sistemas que controlan el nivel
endogeno de las auxinas (Brock, 1993). También podrian presentarse importantes
diferencias en el grado de conjugacion del AIB con respecto al AIA porque fuera mayor la
estabilidad de los conjugados del AIB, porque el tejido pueda convertir mas eficientemente
el conjugado en AIB libre o porque sea mas facil incorporarlo y transportarlo, sin que se
haya reunido aun suficiente evidencia para soportar cualquiera de estas hipotesis (Epstein y

Ludwig Miuller, 1993).
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El limitado efecto promotor de la formacién de raices adventicias que presento el FG
parece residir en su capacidad para interferir con la oxidacién del AIA, de acuerdo a lo
obse-vado en los ensayos enziméaticos mostrados en las tablas 6 y 7, sélo que en lugar del
pape. que se ha sugerido para los compuestos fendlicos como inhibidores de la AlAoxidasa
(Lee, 1980; Lee et al, 1978, Lee et al, 1982; Balasimha y Subramonian, 1983) en el presente
trabajo se observd una actividad antioxidante en el FG. La estimulacion de la formacion de
raices adventicias en los hipocotilos de frijol mungo por parte del FG en el intervalo de
concentraciones probadas coincide con el efecto promotor de la iniciacion de raices en
estacas de manzano reportado por Jones (1976) y por James y Thurbon (1981b), y en
general, se suma a los efectos que diferentes compuestos tenodlicos producen sobre el
crecimriento de las plantas (James y Thurbon, 1981a; Bose et al, 1972; Hegedus y Phan,
1983, Hess, 1962; Hess, 1969; Kefeli, 1978, Krull, 1968). El reporte de James y Thurbon
(1981t) indica que el FG actia como sinergista de auxinas en el rango de concentraciones
de 1.29 x 10" M a 1.29 x 10° M. La concentracion de FG que demostré actividad
antioxidante fue de 3 x 10 M, teniendo sentido de esta forma, la interpretacion de su modo
de accion. Probablemente el efecto del FG podria provocar una desviacion de la
degraducion de auxinas como el AIA, hacia la formacién de derivados no oxindélicos, como
lo han sugerido Grambow y Lagenbeck-Schwich (1983). Este punto de vista explica los
resultados reportados en las figuras R3d y R4d y los de la figura R5c y R5d. Es posible que
la propia formacion de productos de oxidacion de compuestos como el floroglucinol (que se

demuestra en la figura Rdc), interfiera con la via oxindodlica de la oxidacion de auxinas.



El AIB demostr6 una mayor actividad inhibitoria sobre la respiracion de
mitocondrias aisladas, con respecto al tratamiento con AIA. El AIB inhibi en alrededor del
50% la respiracion a una concentracion de 20 pM, que resulta significativo, si se atiende a
ciertos valores que representan un indice de la concentracion intracelular de auxinas, como
la K¢l de la ABP1 (Auxin Binding Protein 1), que tiene un valor de 4.75 uM (Tian et al.
1995), y que a una concentracién de casi 4 veces la Kd, o del doble de lo que es aceptado
como concentracion fisiolodgica de las auxinas (10 M), obtener un 50% de inhibicion resulta
muy significativo. La concentracion de AIA que provoco un grado de inhibicion proximo a
50% en la respiracion mitocondrial, fue de 40 pM, lo que sugiere que haya un efe;to
fisiol¢gico menos pronunciado, como pudo demostrarse en los ensayos que establecieron

que la respuesta rizogénica es menos promovida por el AIA, con respecto al AIB.

El mayor caracter no polar del AIB y su efecto mas pronunciado sobre la respiracion,
hacen suponer que la interaccion se establezca con los componentes de la membrana interna

de la mitocondria, en donde residen los componentes de la cadena respiratoria.

Cuando se corta una porcion de una planta se afectan muitiples variables, entre las
cuales puede destacarse la interrupcion del aporte que significaba el segmento de tejido que
se excluyd, y consecuentemente se altera el gradiente de hormonas y de otras sustancias en
el segmento obtenido. En la presente tesis se descubre un efecto inhibitorio por parte de las

auxinas sobre las mitocondrias aisladas de hipocotilos de frijol mungo, que puede tener



significacion fisiolégica y permitir explicar efectos que se han reportado. sin que hasta antes
del presente trabajo, se haya construido un marco tedrico que los soporte:

1)Le. participacién de desacoplantes de la respiracion que promueven la rizogénesis como el
2,4-dinitrofeno! (Riov y Yang, 1989)

2)La inhibicidon de enzimas estrechamente vinculadas con la fosforilacion oxidativa y la
respiracion por parte de reguladores del crecimiento como la inhibicion de la NADH
deshidrogenasa de la membrana mitocondrial externa de plantas por el 2,4-D y el acido
2,4,5 triclorofenoxiacético (Mannella y Bonner, 1978) y la inhibicion que provoca el 2.4-D
sobre la actividad de malato deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa en mitocondrias de
papa ‘Roussaux et al, 1986)

3)La estimulacion que produce el 2,4-D en la afinidad de la ATPasa por su sustrato a bajas
conceatraciones de ATP (Scherer, 1984) que permitiria la expulsién deprotones a pesar de
la disrninucion de los niveles de ATP, y que al mismo tiempo representaria una forma de
consuino de este compuesto de aita energia, que podria acentuar su disminucion.

4)Se ha encontrado una disminucion en la respiracion en el tejido de reserva de Beta

vulgar’s en la presencia de 1 mM de AIA y otras auxinas (Lambers et al, 1996).

Los efectos antes mencionados tienen sentido a la luz de la interpretacion que puede
hacerse de los resultados de este trabajo de tesis, misma que consiste en que las auxinas se
incorporan al citosol, interactiian con las mitocondrias e inhiben la respiracion. Por otra
parte, dado que las auxinas estimulan la activid.ad de H-ATPasa en membrana plasmatica

(Napier y Venis, 1995), cabe suponer que se reduce la concentracion de ATP (se reduce su
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sintesis y se consume en mayor grado, puesto que lo utiliza como sustrato la H'-ATPasa,
cuya actividad se incrementa al tratamiento con auxinas), por lo que se espera que haya un
aumento de iones Ca’ en el citosol, que ha podido ser medido por diferentes grupos
(Teswer, 1990; Terry et al, 1992Barbier-Brigoo et al, 1989), sin embargo, también pudiera
elevarse el Ca®’ en el citosol, en respuesta al IP; (Schumaker y Sze, 1987), o bien al
modificarse el voitaje, a través de la apertura de canales sensibles a esta variable (Johannes
et al, 1992). Particularmente, es interesante la posibilidad de que las modificaciones en
factores como la concentracion de Ca””, la de ATP o cambios en el pH, puedan regular la
unidn del IP; y la apertura del canal de Ca*’, como lo 'rep.)ortan en el caso de células amimales
Taylo: y Marshall (1992) y Berridge (1993). El ion.Ca* ha sido considerado un mensajero
intracelular (Hepler y Wayne, 1985), en condiciones normales se expulsa intensamente,
mediante una ATPasa de Ca®’, manteniendo una concentracién submicromolar de este ion en
el citosol. Asi, diferentes agentes que desacoplan (como el caso indicado en 1), o disminuyen
la respiracion (como lo sefialado en 4), consecuentemente estimularian el crecimiento y
también, los reguladores del crecimiento podrian disminuir la sintesis de ATP (como lo

menctonado en 2) o estimular su consumo (que se refiere en 3).

Sobre esta linea de ideas, no resulta incongruente que la reducciéon de la presion
parcial de O, influya en la induccién de la embriogénesis somatica, como lo han reportado
Kvaalen y Ernsten (1993). Los autores suponen que el O; causa un cambio en los niveles
endogeros de benciladenina (BA) o del acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2, 4-D), ya que

demostraron que se inhibi6 la incorporacion de 2, 4-D a bajos niveles de O, y que la
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concentracidon de BA se incrementd hasta ei dia tres, decreciendo gradualmente después
de ese tiempo. Sin embargo, bajo el marco de la hipotesis del presente trabajo, el bajo nivel
de O pudo conducir a cambios dentro de la célula, similares a los que pueden provocar los
reguladores del crecimiento al inhibir la respiracién, y que por tal motivo las respuestas
rizogénicas pudieron ser promovidas por estas dos situaciones. En esta tesis, no se midieron
los niveles de reguladores del crecimiento pero si se demostré una disminucion en la
actividad respiratoria en mitocondrias aisladas por efecto de AIA y AIB. Este efecto puede
significar que se disminuyan los niveles de ATP y en consecuencia, se afecten los sistemas de
transporte, entre ios cuales se encuentra el de las hormonas (sin olvidar que al trabajarse
mitocondrias aisladas no se tiene ta complejidad del sistema que implica la plantula, y que se
esté simplificando una realidad mas compleja) o el de iones como el Ca®*', que es un
mediador de muchos procesos de desarrollo, hormonales y ambientales en las células
vegetales (Subbaiah et al, 1994). Resulta particularmente importante en cuanto a la posible
participacion del Ca”” en los procesos de desarrollo vinculados con condiciones que llevarian
a una reduccion en los niveles de ATP, lo reportado por estos mismos autores, quienes
encuentran que el calcio estd involucrado en las respuestas de las células vegetales a la
anoxia, ya que la aplicacién de rojo rutenio (inhibidor del flujo de calcio en organelos)
reprimen la activaciéon por anoxia degenes que codifican enzimas como la alcohol
deshidiogenasa. Se sugiere que las reservas intracelulares de Ca®" y el calcio movilizado de
esta fusnte es un transductor fisioldgico de los signos de stress por anoxia (Subbaiah et al,

1994), y si la via por la que estos efectos se producen es la reduccion en los niveles de ATP,
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no causa sorpresa que las auxinas inhiban la respiracion y promuevan un evento

morfogenético.

Los resultados obtenidos en los tratamientos de plantulas con inhibidores de la
respiracion, de la sintesis de ATP o de la translocacién de ADP refuerzan el modelo que
supcne una afectacion de los niveles de ATP como antecedente de la respuesta de formacion
de raices adventicias. Sin embargo, no parece congruente que una disminucién en la
incorporacién de la propia auxina como resultado de la posible afectacion de sistemas de
transyorte que la incorporen a las células en las que ejercerd su efecto, favorezca la
respuesta rizogénica, pero si tiene sentido que al afectarse sistemas que expulsan auxinas, el
nivel Je éstas se incremente intracelularmente y asi se favorezca su efecto fisiologico. En las
células vegetales es determinante el gradiente de hormonas para asegurar el crecimiento
coord:nado de los oérganos y la polaridad de la morfogéenesis en el desarrollo vegetal
(Sitbon and Perrot-Rechenman, 1997). El transporte polar de auxinas contribuye a este
gradiente. La polaridad en el transporte esta determinada por factores como: la existencia de
gradientes de H' que influyen en la permeabilidad de las auxinas; la presencia de
acarreadores que pueden ser impulsados por gradientes de carga (cotransporte de IAA" con
2 H') y la disposicion asimétrica de acarreadores de tipo uniport auxina-anidn en las
regiones apical y basal de las células (Allan y Rubery, 1991). En este uitimo sistema puede
suponerse que al afectarse la fuente de energia para la expulston de auxinas por parte de
estos acarreadores, se eleven los niveles intracelulares y se perturbe su gradiente de

concentracion,



Hasta ahora se ha seflalado que aumenta la turgencia en las primeras etapas del
desarrollo de raices adventicias (Attfield y Evans, 1991) sin que se haya sefialado por que.
En el presente estudio se encontrd que los cationes pueden incrementar su concentracidn en
el citosol como consecuencia de un cambio en su captacion, bajo la influencia de auxinas.
por parte de la mitocondria, que es consecuente con el efecto de incremento en la turgencia
de las células. También se ha reportado que las auxinas estimulan la acidificacién del
apoplasto mediante un incremento en la actividad de la H-ATPasa. Este efecto promoveria
una hiderpolarizacion, que facilitaria también la entrada de cationes al citosol, provocando

un aumento de turgencia.

Se ha demostrado recientemente que la acidificacion que promueven las auxinas en
coleoptilos de maiz, es transitoria, en vista de que éstas son metabolizadas, sin que se hayan
identificado los productos de su degradacion (Peters et al, 1997). Los resultados del
presente: trabajo demostraron la presencia de enzimas con actividad de auxina oxidasa, una
de las cudles fue localizada en el apoplasto, que podria ser responsable del metabolismo de
auxinas, que demostré no tener bandas contaminantes visibles al correr un gel de
poliacrilamida, que tiene un pH 6ptimo para oxidar AIB de 3.9 y para oxidar AlA de 4.5.
lo que implica que la propia acidificacidn estimula ia degradacién y por tanto sus efectos
deben se: transitorios, como lo reportan Peters et al (1997). La actividad de auxina oxidasa
localizada en el apoplasto y con pH 6ptimo acido, representaria un excelente mecanismo de
control de los niveles de hormona, por su localizacion extracelular y porque las auxinas

estimulan la acidificacion en el apoplasto, con estas caracteristicas, se lograria su



inac:ivacion antes de ser incorporadas a la célula. También resulta muy significativa la mayor
actividad de auxina oxidasa encontrada en el tejido radical, ya que si esta enzima esta
implicada en el control de los niveles de auxinas y éstas determinan la respuesta rizogénica,
conforme se incrementa la proporcion de tejido radical (mientras mas raices se forman), se
tiene una mayor degradacidon de auxinas, evitando la sobreproduccion de este tejido. Si la
hupotesis del presente trabajo es correcta, esta Gitima condicion seria muy importante para
no dafiar a la célula al prolongarse la disminucion de las reservas de ATP. Puede agregarse a
lo que ya se ha indicado, que la naturaleza cationica de la PCA, sugeriria una interaccion
notatle con los pectinatos, y otros derivados poliméricos con grupos acidos en la pared
celuler. Seria muy interesante establecer si la acidificacion del apoplasto promovida por las
auxinas es capaz de provocar la disociacion de la PCA de la pared celular, y si la actividad
de auxina oxidasa varia en funcion del estado {(asociado o disociado) en que se encuentre, ya
que es muy sugerente la posibilidad de que mientras el medio no se acidifique, la enzima sea
inactiva (mientras permanezca asociada con componentes de la pared mediante interacciones
ionicas), y que el aumento en la concentracion de H'. provocara su disociacion,
promcviendo su activacion. Se han reportado peroxidasas con actividad de auxina oxidasa,
que estan asociadas iOnicamente a la pared celular (Ridge y Osborne, 1971; Chanda y Singh.
1997), aunque no se ha investigado si la asociacion o disociacion significan cambios en la

actividad.,

Bajo el supuesto de que una manera de reponer el ATP que hubiera disminuido por

efectos de las auxinas seria el de administrar luz para que la fotosintesis se activara con la



sonsecuente produccion de ATP, se realizaron tratamientos con luz. Los resultados que se
obtuvieron no estan en favor de la hipotesis de este trabajo, ya que no disminuy6 de forma
significativa el efecto del AIB sobre la formacion de raices adventicias cuando las plantulas
fireron iluminadas. Sin embargo, el empleo de la luz tiene efectos en muchos sentidos, por lo
q.te seria una simplificacion extrema el suponer que sélo incidiria sobre los niveles de ATP.
De cualquier manera, cabe suponer que en presencia de las auxinas, se vea afectada la
actividad de transporte electronico en los cloroplastos, de forma similar a la que se observo
en mitocondrias aisladas, y de esta forma el AIB no disminuiria sus efectos sobre la

formacion de raices adventicias.

Por otra parte, la actividad de las auxinas o de otras sustancias como la fusicoccina,
que estimulan el consumo de ATP mediante la actividad de la H-ATPasa (Prins, 1994),
tienen efectos promotores del crecimiento. El propio crecimiento de las céluias implica un
consumo de ATP. Estos aspectos invitan a realizar mediciones, que resuelvan si se
encuentran explicaciones satisfactorias acerca del posible papel que juega una disminucion
en las concentraciones de ATP y las respuestas morfogenéticas, particularmente, la

form:.cidn de raices adventicias.

Las auxinas interactuan con la célula blanco en diferentes niveles. Bajo su influencia
se activan y reprimen genes, se incrementa la expulsion de H™ |, se afecta la respiracion
mitocondrial y en consecuencia la sintesis de ATP, se estimula el consumo de ATP para el

bombeo de H' y todo esto incide en que se facilite el aumento de fa concentracion de



aquellos iones que se mantienen en bajos niveles gracias al transporte activo, como el Ca”"
ad:cionalmente, el aumento de H™ en el apoplasto debe aumentar el Ca** libre por que al
interactuar con los pectinatos de la pared celular puede desplazarlo, y el aumento de este ion
en apoplasto facilita su entrada hacia el citosol permitiendo que puedan activarse un

corjunto de enzimas que favoreceran la diferenciacion de raices adventicias.

No se demuestra en el presente trabajo que se incremente la concentracion de Ca®
en ¢l citosol. Se intentd determinar, cuidando de digerir la pared celular, que es un
reservorio de este idn, para controlar de forma eficiente la concentracion de Ca®" libre. Sin
embargo, en los intentos realizados, se observd que cuando se obtienen protoplastos en
medios sin Ca®", se tornan fragiles y se lisan. El empleo de fluordforos podria ayudar a
establecer si se acumula este i6n. La obtencion de vesiculas membranales que contengan
ATP:sa de Ca¥ y ATPasa de protones, preparadas en medios conteniendo concentraciones
de Cz”" variables, parecen representar una excelente opcion para esclarecer la forma en la
que se relacionan los procesos que modifican los niveles de ATP y la formacion de raices

adveniicias.

Conclusiones

Los resultados del presente trabajo comprueban la suposicidon hecha en la hipétesis,
que las auxinas interfieren los procesos de respiracion con la posible disminucién de sintesis
de ATF, aunque no se demuestra directamente que se incremente la concentracion de iones
en el ciiosol como resultado de esta interferencia. Tampoco se demuestra que cambien los

nieveles de ATP. Tal como se supuso, el AIB tuvo un mayor efecto inhibitorio que el AlA,



aquellos iones que se mantienen en bajos niveles gracias al transporte activo, como el Ca®"
adicionalmente, el aumento de H' en el apoplasto debe aumentar el Ca® libre por que al
interactuar con los pectinatos de la pared celular puede desplazarlo, y el aumento de este ion
en apoplasto facilita su entrada hacia el citoso!l permitiendo que puedan activarse un

conjunto de enzimas que favoreceran la diferenciacion de raices adventicias.

No se demuestra en el presente trabajo que se incremente la concentracion de Ca®
en el citosol. Se intentd determinar, cuidando de digerir la pared celuiar, que es un
reservorio de este i6n, para controlar de forma eficiente la concentracion de Ca®” libre. Sin
emba-go, en los intentos realizados, se observd que cuando se obtienen protoplastos en
medics sin Ca®", se tornan fragiles y se lisan. El empleo de fluoroforos podria ayudar a
establecer si se acumula este i6n. La obtencion de vesiculas membranales que contengan
ATPasa de Ca*" y ATPasa de protones, preparadas en medios conteniendo concentraciones
de Ca® variables, parecen representar una excelente opcidn para esclarecer la forma en la
que se relacionan los procesos que modifican los niveles de ATP y la formacion de raices

advenricias.

Conclusiones

Los resultados del presente trabajo comprueban la suposicion hecha en la hipétesis,
que las auxinas interfieren los procesos de respiracion con la posible disminucién de sintesis
de ATP, aunque no se demuestra directamente que se incremente la concentracion de iones
en el c.tosol como resultado de esta interferencia. Tampoco se demuestra que cambien los

nieveles de ATP. Tal como se supuso, el AIB tuvo un mayor efecto inhibitorio que el AIA,



probablemente por su naturaleza menos polar. Se demostré también, con excepcion del
trztamiento con CN’ que resultd muy tdxico, que la oligomicina, el carboxiatractilosido y la
an‘imicina A, todos ellos agentes que interfieren la sintesis de ATP, estimulan de forma muy
imortante la formacion de raices adventicias en hipocotilos de frijol mungo. La oligomicina,
estimulé en mayor proporcion que el AIB este proceso. De acuerdo a la hipotesis, se
deriostr6 también que la auxina que més estimuld la formacién de raices adventicias.
provoco la mayor interferencia en la respiracion. Se demostré también, la. existencia de un
sistema de peroxidasas con actividad de auxina oxidasa, cuyo principal componente fue
localizado en la pared celular, coincidiendo con la localizacién ideal esperada, dada la
toxicidad de los productos que esta actividad podria implicar, entre ellos el peréxido.
(Grambow y Lagenbeck-Schwich, 1983). Se demostré que esta peroxidasa tiene un caracter
cati¢nico, que su actividad es maxima a pH 4cido y que es indispensable la presencia de
peroxido para que oxide al AIB, en contraste con su actividad en ausencia de peroxido para
oxider al AIA. Estas caracteristicas suenan idoneas para explicar las relaciones entre la
actividad de acidificacion del apoplasto que promueven las auxinas, la interaccion ionica de
la PCA con la pared celular, el aumento de su actividad cuando hay auxinas en el medio,
aumentando la eficiencia en la inactivacion de las mismas, y en el control que puede tenerse
sobre ella regulando la disponibilidad de peroxido, que para la oxidacién de AIB es
indispensable y para la del AIA es un factor estimulante. Finaimente, el registro de una
mayor Km aparente para la oxidacion del AIB con respecto al AIA ayuda a tener una
explicacion razonable de la mayor actividad biolgica del AIB, en tanto que la velocidad de
degradicion de esta auxina no es estimulada en la misma medida por aumentos en la
concenracion, con respecto a lo que sucede con el AIA. Si la Km aparente del AIB es
mayor, su activaciéon seria mas dificil y se mantendria un mayor tiempo activo, cuando

menos como resultado de la participacion de este componente,
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