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RESUMEN 
 
Una de las funciones reguladas por el AIA es la promoción de raíces 

adventicias. En distintos trabajos se ha probado diferentes derivados 

auxínicos que incrementan la rizogénesis promovida por el AIA. En este 

proyecto se plantearon los siguientes objetivos: El diseño y síntesis de 

cuatro conjugados auxínicos con potencial de  incrementar el efecto 

rizogénico del ácido indol-3-acético (AIA) y la evaluación preliminar de su 

capacidad rizogénica a través de ensayos en invernadero con clavel 

(Dianthus caryophyllus) y crisantemo (Dentranthema grandiflora). 

Adicionalmente, se registró la actividad de la AIA-oxidasa purificada de 

crisantemo y clavel durante el enraizamiento para evaluar su actividad en 

presencia de los derivados sintetizados. Para llevar a cabo los objetivos 

planteados, se sintetizaron los conjugados de auxinas mediante la reacción 

de acoplamiento de ésteres empleando diciclohexilcarbodiimida como 

agente acoplante. Los cuatro derivados obtenidos fueron: indol-3-acetato de 

p-nitrofenilo (Derivado 1), indol-3-acetato de p-nitrofenilfosfato (Derivado 2), 

naftalen-3-acetato de p-nitrofenilo (Derivado 3) y naftalen-3-acetato de p-

nitrofenilfosfato (Derivado 4), los cuales fueron caracterizados mediante 

técnicas espectroscópicas de UV, infrarrojo y espectrometría de masas. Los 

derivados se sintetizaron con un rendimiento de 60% para el Derivado 1, 

30% para el Derivado 2, 50% para el Derivado 3 y 40%  el Derivado 4. El 

bioensayo de enraizamiento permitió observar que el Derivado 1 induce un 

incremento de 150% en el enraizamiento de esquejes de D. grandiflora y de 

100% en esquejes de D. caryophyllus con respecto del control. Lo anterior 

es especialmente importante considerando que D. caryophyllus es una 

especie considerada de difícil enraizamiento. La actividad de AIA oxidasa 

mostró una tasa de actividad menor en presencia del Derivado 1, lo cual se 

discute en función de que la modificación química resulta en una mayor 

permanencia de los derivados y en consecuencia un mayor efecto 

rizogénico. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Las auxinas son fitohormonas que regulan diversos procesos fisiológicos 

relevantes en las plantas, tales como la elongación celular, el fototropismo o la 

formación de raíces adventicias (Acosta et al, 2000). En los últimos años, el 

grupo de trabajo del Laboratorio de Fisiología Vegetal de la Unidad de 

Biotecnología y Prototipos de la FESI desarrolla una línea de investigación 

sobre la participación de las auxinas en el enraizamiento adventicio a través de 

bioensayos con epicotilos y la evaluación de la actividad de enzimas 

relacionadas con el metabolismo del ácido indol-3-acético (AIA), la auxina más 

estudiada hasta el momento. Es un hecho conocido que la aplicación exógena 

de AIA incrementa la formación de raíces adventicias en numerosas especies,  

lo que permite a la planta un rápido establecimiento en el sustrato y periodo de 

desarrollo mucho más corto que si se propagara por semilla. Diversos autores 

han probado compuestos derivados y análogos que presentan el efecto 

enraizador de la auxina natural (Nordström et al., 1991, Haissig et al.,1992). La 

conjugación del AIA con otras moléculas como glúcidos o aminoácidos es un 

mecanismo natural que existe en las plantas como parte de la regulación 

metabólica de esta fitohormona, y se ha demostrado que los conjugados 

también tienen efecto inductor de raíces adventicias (Bartel, et al, 2001). Este 

trabajo de tesis surge a partir de estudios previos que se realizaron en nuestro 

grupo de trabajo, donde se diseñaron, se sintetizaron y se evaluaron en 

bioensayos diferentes conjugados de AIA, con el fin de encontrar alguno que 

potenciara el efecto inductor de raíces adventicias. A partir de estos ensayos 

previos se seleccionaron 4 conjugados: p-nitrofenil-indol-3-acetato, p-nitrofenil-

naftalenacetato y sus respectivas formas fosforiladas. El potencial enraizador 

de estos se evaluó en especies florícolas de importancia comercial, como el 

crisantemo (considerado de fácil enraizamiento) y el clavel (considerado de 

difícil enraizamiento).  La búsqueda y aplicación de nuevos derivados 

hormonales puede contribuir por lado al conocimiento básico de los aspectos 

relacionados con el metabolismo del AIA y por otra parte generar nuevos 

productos que puedan ser usados en la práctica agrícola  y comercial. 
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ANTECEDENTES 
 
Las auxinas como fitohormonas. 
 
El término auxina proviene del griego “auxen” que significa  incrementar. Estas 

sustancias producen diversos efectos en el desarrollo y morfogénesis, 

promueven la elongación de la radícula y la división celular y juegan un 

importante papel en las respuestas al crecimiento unidireccional ocasionado 

por un estímulo, llamado tropismo (Taiz y Zeiger, 2002). Las auxinas presentes 

en plantas son el AIA, del cual se conocen los efectos más que el de otras 

auxinas; el ácido 4-cloroindolacético (4-Cl-AIA), que se encuentra en semillas 

jóvenes de varias leguminosas; el ácido fenilacético (APA), que con frecuencia 

es más abundante que el AIA, aunque mucho menos activo (Wightman y 

Thimann,1980), y el ácido indol-3-butírico (AIB) presente en hojas de maíz y en 

varias dicotiledóneas  (Schneider y Wightman, 1974; Epstein y Ludwig-Müller., 

1993).También existen algunos compuestos sintéticos que ocasionan 

respuestas fisiológicas similares al AIA, como el ácido naftalenacético (ANA), el 

ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el ácido 2-metil-4-clorofenoxiacético 

(AMCP) (Salisbury y Ross, 1994) (Figura 1). 

Los tejidos jóvenes son los sitios de síntesis del AIA, y se considera que hay 

una mayor participación del meristemo apical, de donde es transportado hacia 

tallos y raíces; su acción depende del estado de desarrollo del órgano o tejido, 

de su concentración y de la proporción a la que se encuentre con respecto a 

otros fitorreguladores (Srivastava, 2002). Por otro lado, a pesar de los pocos 

estudios realizados con el AIB, se ha establecido su mayor capacidad para 

inducir la formación de raíces adventicias, por lo que se utiliza con frecuencia 

como enraizador comercial (Salisbury y Ross, 1994). Entre los trabajos más 

recientes sobre auxinas involucran los genes relacionados con la respuesta 

auxínica (Casson and Lindsey, 2003 ), los mecanismos transcripcionales (Quint 

y Gray, 2006) y los aspectos cinéticos de las enzimas que participan en la 

síntesis y degradación de las auxinas (Syros et al., 2004).  
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Figura 1. Estructuras químicas correspondientes a algunas auxinas naturales y 

sintéticas típicas. (tomado de Acosta et al, 2000). 
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La formación de raíces adventicias 
 

La generación de raíces adventicias involucra una gama de procesos que 

incluyen su diferenciación a partir de células específicas del tallo, su 

emergencia, su vascularización específica y el control del ángulo de desarrollo. 

Las raíces adventicias son importantes porque ante el daño o pérdida de la raíz 

principal la planta puede generar raíces adventicias que le permitan continuar 

su adecuada fijación al sustrato y proseguir con las funciones básicos de 

absorción de agua y nutrientes. En la práctica florícola, la propagación de 

esquejes promovida por enraizamiento adventicio representa una etapa 

importante para acelerar la producción y tener un mayor un rendimiento 

productivo. 

El AIA fue la primera hormona vegetal empleada para el enraizamiento 

(Cooper, 1935), y en el mismo año Zimmerman y Wilcoxon (1935) descubrieron 

que varias auxinas sintéticas promovían el enraizamiento. Cuando se descubre 

que las auxinas desempeñan un importante papel en la formación de raíces, se 

pensó que las estacas que no enraizan fácilmente carecían de niveles 

adecuados de auxinas y que al proporcionárseles exógenamente auxinas 

podrían enraizar (Blakesley et al,1991). Numerosos trabajos se han realizado a 

partir de este descubrimiento, encontrándose en la mayoría de los casos un 

incremento significativo en el número de raíces producidas al tratar esquejes de 

plantas con auxinas (Nordström et al.; 1991, Haissig et al., 1992, De Vier y 

Geneve, 1997; Pierik et al., 1997,  Guerrero et al., 1999; Tanimoto, 2005; 

Stefancic et al., 2006).  

Las hojas y yemas, que son sitios conocidos de producción de auxina (Moore, 

1969), son necesarias para la iniciación de raíces en varias especies y cuando 

son eliminadas y se aplica auxina existe un estímulo parcial o completo en el 

enraizamiento de varias especies (Roberts y Fuchigami, 1973; Haissig, 1970b; 

Eriksen y Mohamed, 1974). La lista de especies vegetales que responde a la 

aplicación de auxinas es extensa (Hartmann et al., 1990; Bachelard y Stowe, 

1963; Weaver, 1972). La concentración efectiva al aplicar auxinas exógenas 

depende de la variabilidad genética interespecífica (Thimann y Delisle, 1942). 

Se han estudiado diversas sustancias que funcionan como auxinas (Figura 1): 

el AIA y AIB como los más comunes, y los ácidos indolpropiónico (AIP), 
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naftalenacético (ANA), benzofurano acético, 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 

2-metil-4-clorofenoxipropiónico (MCPP).  

Se acepta generalmente que las auxinas funcionan sobre todo en los primeros 

estadios de diferenciación para la formación de primordios de raíces. Haissig 

(1970a) encontró que al aplicar (14C-AIA) las células de los primordios de la raíz 

lo incorporan, sobre todo en la fase más temprana de la iniciación de este 

proceso. Smith y Thorpe (1975a y b,) encontraron en cortes histológicos de 

pino, que las auxinas promueven sobre todo la formación de los primeros 

estadios de diferenciación. 

Las variantes estructurales de las auxinas pueden ser más eficientes para 

diferentes procesos. El AIA es el menos estable (Bachelard y Stowe, 1963), y al 

menos en cereales, el MCCP (Sánchez de Jiménez et al., 1981) estimula el 

alargamiento, mientras que el AIB y el ANA muestran una mayor eficiencia en 

la formación de las raíces (Álvarez et al, 1989). Se ha propuesto que la mayor 

estimulación que promueven el AIB y el ANA puede deberse a la carencia de la 

maquinaria para su degradación, pero Riov y Epstein (1988) mostraron en 

Phaseolus mungo que las velocidades de degradación del AIA y el AIB son 

similares, 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 

(Peñalosa, 1998). 

 

La regeneración de raíces o la formación de raíces adventicias en segmentos 

de tallo u hoja comprende 4 etapas principales: 1) desdiferenciación y 

formación de un nuevo locus meristemático, 2) división celular temprana, que 

conduce a la formación de agrupaciones celulares sin polaridad y radialmente 

simétricas, las células aún no están determinadas, 3) división celular tardía que 

conduce a la formación de un meristemo organizado y determinado hacia la 

formación de raíces, con simetría bilateral y 4) la formación de la raíz por 

crecimiento en extensión de las células producidas por el meristemo (Acosta et 

al.,2000). Smith y Thorpe (1975a) observaron que el desarrollo de raíces 

adventicias en hipocotilos de Pinus radiata se origina en los márgenes de los 

dúctos de resina en diferenciación o en el tejido parenquimatoso; en Pinus 

taeda L. las raíces se forman a partir de una región pequeña de parénquima 
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cortical inmediatamente hacia afuera de los canales resiníferos, que marcaron 

a menudo cuatro polos de xilema primario en cortes transversales de hipocotilo 

(Díaz-Sala et al, 1996). De acuerdo con Smith y Thorpe (1975a), el primer 

signo visible de un nuevo locus meristemático fue la expansión de una célula 

simple, con hinchamiento nuclear simultáneo. El citoplasma de tales células era 

mucho más denso que el de células adyacentes. Estos eventos tempranos 

parecen característicos de un locus meristemático y han sido reportados en 

otras especies entre las cuáles se cuenta el fríjol mungo (Blazich y Heuser, 

1979). 

 

La generación de raíces en posición próxima al cilindro vascular puede deberse 

a la presencia de reguladores endógenos del crecimiento  u otras sustancias en 

ésta, a una incorporación incrementada de reguladores de crecimiento 

exógenos o una combinación de ambas situaciones (Atfield y Evans, 1991). Se 

ha reportado que la formación de raíces laterales en Arabidopsis thaliana, se 

inicia en tejido que previamente no se dividía activamente, a partir de 11 

células “localizadoras” dentro del periciclo (Scheres et al, 1996). 

 

Se han reconocido 2 patrones de formación de raíces en segmentos tanto en 

plantas herbáceas como leñosas. Uno que involucra la formación directa de 

primordios de raíces adventicias a partir de células asociadas con o en 

estrecha proximidad con el sistema vascular. El segundo patrón es la formación 

indirecta de raíces adventicias que involucra un período intermedio de 

divisiones de células indiferenciadas. Al seleccionarse células dentro de estas 

divisiones subsecuentes, eventualmente se organizan para formar un primordio 

de raíz adventicia. En general, las especies herbáceas y las especies leñosas 

fáciles de enraizar forman raíces a través del patrón directo de formación de 

raíces, mientras que las especies difíciles de enraizar lo hacen a través del 

patrón indirecto (Hartman et al., 1990). 

 

Debe distinguirse entre los primordios de raíz que han sido inducidos de novo y 

aquellos que son preformados. Los raíces adventicias inducidas son aquellos 

que se forman en respuesta a la herida que resulta de realizar cortes, a partir 

de los segmentos obtenidos (Blakesley et al., 1991). Las raíces preformadas 
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son producidas en la planta intacta durante su desarrollo normal; comúnmente 

son de desarrollo lento y se encuentran casi exclusivamente en especies 

leñosas. Su sitio de formación varía entre especies aunque frecuentemente 

derivan del tejido radial (Fink, 1972) y de regiones nodales (Haissig, 1970a).  

 

En general se requiere una alta concentración de auxina sólo durante la fase 

de iniciación y el crecimiento posterior de las raíces 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 raíces: el tejido tratado puede 

ser transferido a un medio libre de auxinas, o puede usarse la combinación de 

aplicación de luz y riboflavina para oxidar el AIB (Gorst et al., 1983). 

 

Metabolismo de auxinas 
 
Hasta que se desarrollaron métodos de separación más eficientes como la 

cromatografía de gases-espectrofotometría de masas  o la cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC)  se había dificultado la determinación precisa 

del AIA en tejidos vegetales (Schneider y Wightman, 1974). Se ha reconocido 

como precursor inicial del AIA el ácido shikímico (Kefeli, 1978). Como un 

intermediario posterior se ha considerado al triptófano, por su estrecha similitud 

química con el AIA y especialmente después de la demostración realizada por 

Thimann (1974), en la que los cultivos de Rhizopus suinus forman AIA cuando 

se alimentan con triptófano. Se ha mostrado también, con experimentos in vivo 

que el triptófano marcado con 14C puede ser convertido en AIA en rebanadas 

de sandía, tallos de tomate, frutos de lima, tallos de tabaco, hipocotílos de 

pepino y preparaciones libres de células de frijol mungo entre otras especies 

(Schneider y Whigtman, 1974). 

 

Gaspar y Hofinger (1988) describen que el triptófano puede seguir 3 rutas 

(Figura 2) alternativas hacia la formación del AIA: 1) El triptófano se transamina 

produciendo indolpiruvato, mediante la triptófano aminotransferasa; el 

indolpiruvato se descarboxila formando indolacetaldehído y éste último se oxida 

(en frijol mungo) mediante la indolacetil deshidrogenasa-NAD dependiente. 2) 

El triptófano se descarboxila mediante la triptófano descarboxilasa para 
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transformarse en triptamina, que su vez se transforma en indolacetaldehído por 

la acción de una aminaoxidasa. 3) Se forma indolacetaldoxina a partir de 

triptófano y ésta se convierte en indolacetonitrilo, mediante la indolacetaldoxima 

deshidratasa y el  

indolacetonitrilo se hidroliza para formar indolacetato. Sin embargo, Baldi et al., 

(1991) reporta una baja incorporación de marca radioactiva proveniente del 

triptófano en el AIA. Michalczuk et al., (1992) han reportado que el 2, 4-D 

puede influir importantemente en la síntesis del AIA, provocando una 

estimulación de hasta 7 veces este proceso a partir de triptófano en embriones 

somáticos de Daucus carota. 

 

En la mayoría de las plantas, se sintetiza AIA a partir del triptófano vía el ácido 

indolpirúvico, mientras que las vías de la triptamina y la indolacetaldoxima se 

siguen sólo en algunas especies (Schneider y Wigtman, 1974). Se ha reportado 

indolacetaldoxima como producto de la oxidación del triptófano mediante una 

peroxidasa catiónica en Arabidopsis thaliana (Ludwig-Muller y Epstein, 1993). 

(Figura 3). 

 

El AIA es un compuesto lábil que puede ser degradado por factores tales como 

el pH ácido, el calor, la luz, agentes oxidantes, peróxidos o metales pesados. El 

llamado sistema de AIA-oxidasa, que funciona en presencia de manganeso y /o 

monofenoles como cofactores, se considera constituido por una o más 

isoperoxidasas. Cualquier tipo de peroxidasas puede degradar al AIA in vitro, 

pero sólo las peroxidasas básicas (catiónicas) actúan como AIA-ox in vivo 

(Gaspar et al., 1982). Hay dos principales vías del catabolismo del AIA en 

plantas (Figura 4): una oxidación descarboxilativa y una vía no descarboxilativa 

que produce ácido oxindol-3-acético y sus derivados hidroxilados (Reinecke y 

Bandurski, 1988). La vía oxidativa-descarboxilativa, tiene como principales 

productos descarborxilados al indol-3-metanol, al 2- hidroximetiloxindol 

(Grambow y Lagenbeck , 1983; García, et al., 1992), 3-metilenoxindol 

(Schneider y Wightman, 1974) 3- hidroximetiloxindol e indol 3- aldehído 

(Nakono et al., 1982). 
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Figura 2. Biosíntesis del AIA a partir del triptófano: a) Ruta del ácido 

indolpirúvico; b) ruta de la triptamina; c) ruta de la indolacetaldoxima. (R=anillo 

indólico) (tomado de Acosta et al., 2000). 
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Figura 3. Biosíntesis de AIA independiente de triptófano. El AIA puede 

sintetizarse, el indol-glicerol-fosfato en una ramificación de la ruta del ácido 

sikímico, ruta general de síntesis de anillos aromáticos, a partir de un precursor 

del triptófano (tomado de Acosta et al., 2000). 
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Figura 4. Productos formados en la oxidación descarboxilativa del AIA (tomado 

de Acosta et al., 2000). 
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Dependiendo de las condiciones físicas y bioquímicas en el interior celular, el 

AIA que es degradado por las peroxidasas puede producir 3-metilenoxindol o 

indol-3-aldehído (Grambow y Lagenbeck, 1983). Syberg et al., (1984) han 

encontrado indolmetano y ácido indolcarboxílico como constituyentes naturales 

en tejidos de pino, que probablemente deriven del indolaldehído.  

 

La oxidación del AIA es afectada por compuestos fenólicos tanto de alto como 

de bajo peso molecular (Mato et al., 1988; Hartman et al., 1990), por 

manganeso (Gaspar et al., 1982), ácidos carboxílicos (malato, citrato, piruvato) 

y otros aniones (Pressey, 1990). La actividad protectora hacia la oxidación de 

auxinas que muestran las coumarinas y algunos fenoles parece involucrar la 

reacción preferencial con algunos estados de transición de las peroxidasas. 

 

Mecanismos de acción de auxinas 
 
Existen diversas hipótesis sobre el modo de acción de las auxinas para la 

promoción de raíces adventicias. Se ha demostrado que la auxina induce 

rápidamente la transcripción de genes específicos en sistemas de células que 

responden ya sea por división celular o elongación celular (Key, 1989). Mennes 

et al, (1992) reportan que el tratamiento con 2, 4-D en cultivos de células de 

tabaco en suspensión privados de auxina resulta en una acumulación 

significativa de 7 tipos distintos de RNAm dentro de un intervalo de 15-30 min. 

 

Napier y Venis (1995) señalan que las auxinas inducen cambios en la actividad 

de los genes tanto en células que responden predominantemente por división 

como en aquellas que lo hacen por elongación. Muchos de los cambios se 

detectan sólo después de periodos largos y persisten por muchas horas, 

particularmente en tejidos que se dividen, mientras que otros ocurren en lapsos 

cortos (durante los primeros 20 min después de la aplicación de auxinas). 

 

En diversos estudios se ha encontrado que los productos de la expresión de los 

genes activados por las auxinas incluyen miembros de la superfamilia de las 

glutatión-S-transferasas. Esta familia se ha relacionado con la protección de las 

sustancias endógenas contra los efectos adversos de las reacciones de 

 20



oxidación (Abel y Theologis, 1996). Se ha encontrado que como resultado de la 

aplicación de auxinas, la inducción de ciertos genes lleva a aumentar el 

contenido de RNAm entre los 5-60 min y esta respuesta no requiere síntesis de 

novo de proteínas, por lo que se sugiere que es promovida directamente por el 

AIA (Abel y Theologis, 1996). 

Para que exista actividad auxínica, parece requerirse la estructura y 

características del grupo indol, o de estructuras semejantes; el ácido 1,2 

benzisoxazol-3-acético (con actividad similar a auxina) no incrementa su 

actividad al insertarle en el anillo aromático átomos de cloro, lo que indica un el 

mecanismo de acción de las auxinas consiste en dilucidar por qué el AIB 

parece más comportamiento diferente a otras auxinas sintéticas y sugiere que 

la actividad está relacionada principalmente con la estructura del pirrol 

fusionado (Acosta et al., 2000). 

Una aproximación relevante para comprender efectivo en la promoción 

rizogénica que el AIA. Se sugieren diversas explicaciones que resumen 

Nordstrom et al., (1991) y Epstein y Ludwig-Muller, (1993): 

 

1) El AIB es más estable en solución. 

2) La capacidad para enraizar depende de la síntesis de AIA a partir de AIB 

y debe mantenerse una proporción de AIA/AIB determinada. 

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

de auxina respectivos, siendo más estables los conjugados de AIB 

(Merckelbach et al., 1991). Estos autores reportan que el AIB se conjuga 

rápidamente en Populus tremula, y se mantiene elevado por más tiempo 

que el AIA. 

4) La capacidad para enraizar depende de la habilidad del tejido para 

convertir el conjugado auxínico a la hormona libre durante una fase 

crítica del enraizamiento. 

5) La incorporación y el transporte de las 2 auxinas difiere 

significativamente. Según estudios de Ludwig-Müller y Epstein (1991), el 

AIB se incorpora más rápidamente. 

 

El sistema más utilizado para estudiar el mecanismo de acción de las auxinas 

es el del alargamiento de coleoptilos. Rayle y Cleland (1979,1992) han 
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propuesto para explicar el alargamiento inducido por auxinas la teoría del 

crecimiento por acidificación, que supone que las auxinas estimulan la 

expulsión de protones hacia el apoplasto, este proceso de reblandecimiento de 

la pared celular es un evento necesario para que las células se alarguen. 

 

La teoría del crecimiento por acidificación predice que una solución con pH 4.5 

a 5 idéntico al del apoplasto de tejidos tratados con auxinas debería 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 más rápido a pH 5 que a pH 6 ó 6.5 en 

segmentos de coleoptilo de avena, chícharo y maíz y la tasa de alargamiento 

fue comparable a la provocada por auxinas (Cleland et al., 1991). 

 

Se ha encontrado que el AIA 10 µM causa un eflujo de protones que provoca 

un aumento de 15 µmoles m-2 seg-1 a partir de un flujo normal de 10 µmoles m-2 

seg-1. La fusicoccina (que promueve la acidificación del apoplasto) provocó una 

elongación de 60-75% con respecto a la que es inducida por el AIA a 10 µM,  lo 

que sugiere que la acidez inducida jugaría un papel principal al crecimiento 

provocado por auxinas (Cleland, 1994). 

 

Se ha cuestionado la validez de la teoría del crecimiento ácido inducido por 

auxinas, en tanto que se remueven las capas celulares para obtener evidencia 

que la sustente, y que la epidermis sea el tejido blanco para las auxinas; sin 

embargo, otras evidencias  sugieren que debe reevaluarse el papel de la 

epidermis puesto que se ha demostrado que ésta no es el único tejido blanco 

para la elongación promovida por auxinas (Peters et al., 1992). 

 

AIA-oxidasa y rizogénesis 
 
El control del nivel endógeno de auxinas es uno de los factores que más 

estrechamente se ha relacionado con la capacidad rizogénica de las especies 

hasta ahora estudiadas. Se ha atribuido un papel especialmente importante de 

este proceso de control a las peroxidasa, estas son enzimas cuya función 

primaria es oxidar moléculas a expensas de peróxido de hidrógeno. Según lo 
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refieren Gaspar et al., (1982), a partir de 1918 se mostró que la actividad 

peroxidasa era ampliamente encontrada en plantas. Durante el período de 

1918 a 1931 se purificó la enzima y su actividad fue registrada mediante la 

oxidación de pirogalol a purpurogalina. En 1931 se mostró que la peroxidasa 

era una hematina (Saunders et al., 1964). Amako (1994) reporta que son 

muchos los sustratos sobre los que actúa el tipo más común de peroxidasa, 

que corresponde a la llamada peroxidasa del guaiacol y que este tipo de 

peroxidasa interviene en la biosíntesis de lignina (Polle et al., 1994) y en el 

desarrollo y organogénesis de las plantas vía la degradación del AIA o la 

biosíntesis de etileno. Este tipo de peroxidasa  (peroxidasa de plantas 

superiores: donador: H2O2 oxidorreductasa EC 1.11.1.7) puede utilizar, como 

su nombre lo indica, una variedad de donadores para reducir al oxígeno que 

constituye al H2O2. 

 

En los 90’s se descubrieron las formas múltiples de las especies de 

peroxidasas separables por electroforesis (Clarkson et al., 1992). Tales 

isoenzimas se clasifican en formas catiónicas ó aniónicas,  según se unan o no 

a la carboximetilcelulosa y de acuerdo a su capacidad de migración en el 

campo eléctrico (Shannon et al., 1966, Johri, et al., 2005). Las isoenzimas 

aniónicas y catiónicas del rábano silvestre (Armoracia rusticana) se distinguen 

entre sí por diferencias en la composición de aminoácidos y de carbohidratos, 

por su movilidad electroforética, su sensibilidad a inhibidores y diferencia en 

Km aparentes para sus sustratos (Kim y Kim, 1996). 

 

La peroxidasa es probablemente la enzima que presenta mayor número de 

isoformas  (cerca de 42 en el rábano; Gaspar et al., 1982). Además de la 

oxidación peroxidativa de moléculas donadoras de electrones, varias 

reacciones son catalizadas por peroxidasa: oxidaciones aeróbicas, 

hidroxilaciones de moléculas aromáticas, formación de etileno y 

halogenaciones (Gaspar et al., 1982). 

 

De acuerdo con Gaspar et al., (1982), las peroxidasas se han purificado de 

diversas plantas y no parecen tener variación significativa en tamaño (de 40 a 

50 kD), espectro de absorción o actividad. Sin embargo, van Huystee (1987) 
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reporta pesos moleculares de 33 890 para la peroxidasa C (peroxidasa 

catiónica) de rábano y 31 060 para la peroxidasa de nabo. Las peroxidasas 

constan de una glicoproteína incolora combinada a una ferriporfirina roja-parda 

(Gaspar et al., 1982) habiéndose observado en chícharo que en el primer día 

de un período de 4 días predomina la peroxidasa no glicosilada y el cuarto día 

la forma glicosilada (Darbyshire, 1973). Se ha confirmado la unión de calcio a 2 

isoenzimas de la peroxidasa de Armoracia rusticana. El calcio contribuye a 

mantener la conformación estructural de la isoperoxidasa C. La peroxidasa C 

libre de calcio se reconstituye por la adición de este ión y recupera su actividad 

(Gaspar et al., 1982). 

 

Las peroxidasas de plantas forman con los peróxidos, generalmente tres tipos 

de compuestos llamados compuestos I, II y III, que tienen espectros de 

absorción característicos. Los compuestos I y II se forman solamente en 

presencia de baja concentración de peróxido. Las siguientes reacciones han 

sido confirmadas para la oxidación de moléculas donadoras catalizadas por 

peroxidasa: 

a) Peroxidasa + H2O2 ----> Compuesto I 

    b) Compuesto I + AH2 ----> Compuesto II + AH + H2O 

                    c) Compuesto II + AH2 ----> Peroxidasa + AH + H2O 

      d) 2 AH  ---->  A + AH2  (ó AH-AH) 

 

Entre los mecanismos de reacción sugeridos para esta enzima destacan el de 

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 peróxido proponiéndose 

también la formación de radicales libres (Klapper y Hackett, 1963). Apoyándose 

en este último modelo, Ricard y Nari (1967) han propuesto un mecanismo 

análogo para la oxidación del AIA que involucra la reducción de la 

ferriperoxidasa y la formación 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 

oxidación del AIA en ausencia de peróxido. A partir de estos trabajos, que a 

pesar de ser antiguos son vigentes, se considera que el producto dominante en 
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concentraciones altas de enzima es el indol 3-aldehído, además se forma 3-

metilenoxindol. 

 

La enzima oxida Mn+2 a Mn+3 y el AIA es oxidado subsecuentemente en 

reacciones no catalizadas enzimáticamente a 3-metilenindolenina, que formaría 

tipos y cantidades de productos determinados por el pH y composición de la 

mezcla de reacción. Una pequeña adición de peróxido de hidrógeno elimina la 

fase de retraso comúnmente observada en la oxidación no peroxidativa del AIA 

y promueve la oxidación del AIA que consume oxígeno bajo ciertas condiciones 

experimentales; la catalasa no inhibe esta oxidación en determinadas 

condiciones, aunque sí la reduce (Ray, 1958).  

 

Se han sugerido 3 hipótesis en relación con las isoenzimas involucradas en la 

oxidación del AIA. La primera considera que los 2 tipos de actividad (AIA 

oxidasa y peroxidasa) están presentes en enzimas distintas que además se 

pueden separar (Sequeira y Mineo, 1996 y Talwar et al., 1985). La segunda 

considera que los dos tipos de actividad residen en una misma enzima 

(peroxidasa) pero con 2 sitios activos y la tercera señala 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). 

 

 

Derivados conjugados de auxinas. 

Las auxinas como el AIA no se encuentran solamente en forma libre en las 

plantas sino también en forma de diferentes complejos que por cierto son muy 

lábiles. La mayor parte del AIA producido en las plantas se encuentra 

conjugado en dos formas generales: conjugados con azúcares mediante 

enlaces éster y conjugados con aminoácidos o péptidos mediante enlaces 

amida, siendo estos últimos los más abundantes en las dicotiledóneas 

(Campanella et al., 1996); (Figura 6). Entre los conjugados pueden 

mencionarse: AIA unido a proteínas, AIA-glucosa, AIA-aspártico e indol 

acetamida, además, se reportan conjugados de AIB, AIP y 2, 4-D con el ácido 

aspártico, así como la glucobrasicina y neoglucobrasicina (Kefeli, 1978). El 
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principal derivado conjugado del AIA es el indolacetilaspartato (Mollan, 1972; 

Sasaki, 1992). 

 

La conjugación también puede jugar un papel en el catabolismo del AIA en 

algunas especies, como lo han establecido Tuominen et al., (1995), al 

demostrar la conversión de conjugado indolacetilaspartato (AIA-asp) en 

oxindolacetil aspartato y oxindolacetato, en híbridos de Populus; Monteiro et al., 

(1988), quienes demuestran que el AIA-asp puede sufrir una oxidación para 

formar 2-indolona-3-acetilaspartato y Pluss et al., (1989), quienes reportan que 

primero se puede formar 2-indolona-3-acetilacetato 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 posición 7 para formar el 

glucósido del conjugado (Nonhebel et al., 1985). 

 

Bialek y Cohen (1992) presentan evidencia que permite suponer que los 

conjugados tipo amida del ácido indolacético podrían controlar los niveles de 

AIA en la germinación de plántulas de Phaseolus vulgaris, a partir de la 

observación que los niveles de conjugados  disminuyen en los cotiledones se 

acompaña de un incremento en el AIA libre y amidado en el eje embrionaro. 

Pero más allá de esto, se encuentra evidencia de que el eje embrionario 

sintetiza conjugados del AIA, sugiriendo un rol más 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 formación de conjugados del 

AIA en zanahoria es regulada por los niveles endógenos de AIA libre y que ésta 

regulación está asociada a la transcripción. Por otra parte, el AIA exógeno, 

disminuye los niveles de AIA activo, a través de un aumento en la conjugación 

de la auxina libre y la inhibición por retroalimentación de la biosíntesis de AIA 

(Ribnicky et al., 1996). Más recientemente, Hangarter y Godd (1981) y Bialek et 

al., (1983) muestran que los conjugados son biológicamente inactivos y hasta 

que son hidrolizados por enzimas de las plantas, demuestran actividad 

auxínica.  
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Figura 6. Conjugación del AIA. El AIA puede formar conjugados mediante 

enlaces éster con glucosa o inositol, o enlace amida con aminoácidos como el 

aspártico tomado de Acosta et al, 2000).  
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 Por estos hechos, los tratamientos con conjugados al parecer permiten una 

mayor resistencia a la oxidación de las auxinas, por lo que puede entenderse 

que los conjugados del AIA (Haissig, 1986) y del AIB (Wiesmann et al., 1989) 

sean más efectivos para promover la formación de raíces adventicias en 

comparación con el ácido libre, puesto que representan una fuente de auxina 

que permite su liberación paulatina. La conjugación parece constituir un 

mecanismo por el cual las plantas enfrentan el exceso de auxina intracelular 

mediante un proceso reversible que funciona como un sistema homeostático 

para almacenar AIA y regular los niveles de AIA libre (Slovin et al., 1999, Yee et 

al., 2000, Rampey et al., 2004). 

 

En consideración de los antecedentes mencionados, en este trabajo se buscó 

modificar químicamente las auxinas AIA y ANA, a través de la obtención de sus 

conjugados mediante la síntesis de los ésteres correspondientes para evaluar 

si demuestran un mayor efecto promotor de raíces adventicias en especies 

florícolas. Con el presente trabajo se pretende contribuir al conocimiento básico 

del mecanismo de acción de las auxinas en la promoción de raíces adventicias 

y el desarrollo de nuevos tratamientos enraizadores, con mayor eficiencia para 

la propagación vegetativa de especies de interés florícola y hortícola. 

 

 28



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HIPOTESIS 
Los conjugados promoverán el enraizamiento de esquejes de clavel y crisantemo 

con mayor efectividad que el AIA, pues la esterificación a p-nitrofenil o p-

nitrofenilfosfato permiten una mejor absorción y transporte al interior celular y 

favorecerá su permanencia en la planta, al evadir la acción degradativa de la AIA 

oxidasa. 

 

Para probar ésta hipótesis se contemplaron los siguientes objetivos: 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 28



 
 
 
 
 
 
 
OBJETIVOS. 

Objetivo General. 
Diseñar y sintetizar conjugados auxínicos que incrementen la capacidad de 

inducción de raíces adventicias del AIA. 

 

Objetivos Particulares. 

• Preparar conjugados de auxinas a través de la esterificación por acoplamiento 

con diciclohexilcarbodiimida. 

• Identificar por espectrometría de masas los derivados de auxinas sintetizados. 

• Evaluar de manera preliminar la capacidad rizogénica de los conjugados 

sintetizados mediante bioensayos en invernadero con D. caryophyllus y D. 

grandiflora. 

• Determinar el efecto de la modificación química de las auxinas en la actividad 

de la AIA oxidasa. 
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MÉTODOS 
 
Síntesis química de los derivados del ácido Indol-3-acético 
Se modeló por computadora la molécula del indol-3-acetato de p-nitrofenilo y 

naftalen-3-acetato de p-nitrofenilo usando el programa Némesis 1.1 (1992), el 

cual determina distintos parámetros cuánticos que permiten predecir su 

probable comportamiento químico. Posteriormente se realizó la síntesis 

utilizando la reacción general de esterificación de Mollan, et al. 1972, con las 

siguientes modificaciones: 1.15 g de AIA ó 1.22 g de ANA (6.6 mmoles) y 0.95 

g de p-nitrofenol (6.6 mmoles) se disolvieron en 25 ml de acetato de etilo y se 

les agregó 1.37 g de diciclohexilcarbodiimida (6.6 mmoles) en 5 ml de acetato 

de etilo. La mezcla se agitó durante 1 hr a 5 º C y durante 1 hr a temperatura 

ambiente. Posteriormente se filtró la diciclohexilurea y el filtrado se enfrió a 0 º 

C. Se concentró y se cristalizó el éster. Para la síntesis de los otros dos 

derivados se incorporó un grupo fosfato usando p-nitrofenilfosfato en lugar de 

paranitrofenol. Los derivados se caracterizaron mediante el análisis de 

espectros de UV, IR y CG-MS. Los conjugados sintetizados fueron indol-3-

acetato de p-nitrofenilo (Derivado 1), indol-3-acetato de p-nitrofenilfosfato 

(Derivado 2), naftalen-3-acetato de p-nitrofenilo (Derivado 3) y naftalen-3-

acetato de p-nitrofenilfosfato (Derivado 4). 

 

Material biológico 
 
Bioensayo con crisantemo 
En una primera evaluación, se emplearon esquejes de crisantemo 

(Dendranthema grandiflora var. Polar), proporcionados por Ing. Armando 

García, de ICAMEX, cortados el día anterior y mantenidos a 3 ºC en cámara de 

refrigeración. El grupo control consistió de 400 esquejes que fueron colocados 

dentro de los almácigos sin ningún derivado. Con base a ensayos preliminares 

realizados con hipocotílos de frijol mungo, se eligieron los siguientes 

tratamientos: 400 esquejes con solución del Derivado 1 100 ppm, 400 esquejes 

con solución de Derivado 1 1000 ppm, 400 esquejes con Derivado 1 en polvo 

(talco) 1000 ppm y 400 con enraizador comercial Radix® (ácido indol-3-

butírico) en polvo 10,000 ppm. A todos los tratamientos se adicionó también 
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una solución de calcio-boro 100 μg/ml durante el riego, durante el periodo de 

enraizamiento. Se tomaron de cada tratamiento 20 esquejes para evaluar el 

enraizamiento y 2 para mediciones independientes de AIAoxidasa en extracto 

crudo a los días 5, 12, 19 y 26 días de aplicado el tratamiento.  

 

 

Bioensayo con clavel 
Después de la experiencia con el crisantemo, se decidió probar otros derivados 

con esquejes de clavel (Dianthus caryophyllus, var. América), proporcionados 

por Ing. Armando García, de ICAMEX. usando 400 esquejes para cada 

tratamiento y el grupo control. Se probó entonces, el efecto de los Derivado 1, 

2, 3 y 4, todos aplicados en la base de los esquejes usando una concentración 

de 100 ppm en talco. Además se incluyeron tratamientos con Radix (10,000 

ppm). 

Los esquejes de ambas especies tenían de 8-10 cm de talla y se mantuvieron 

en almácigos con capacidad de 50 g de sustrato en cada celda. El sustrato 

consiste de una mezcla de agrolita:peat-moss en proporción 2:1 fertilizado con 

triple 17. Los almácigos se colocaron sobre cama de concreto dentro de un 

invernadero a una temperatura de 20 ± 5oC y una humedad relativa de 70 ± 5 

%. Fotoperiodo luz obscuridad de 12 hrs. La intensidad luminosa fue de 1200 

μmol/cm2 seg. Los esquejes se regaron con un volumen total de 5 L dos veces 

al día. Una vez que formaron raíces se trasplantaron a suelo en otro 

invernadero con las mismas condiciones de luz, temperatura e intensidad 

luminosa, donde se mantuvieron hasta floración. 

 

Evaluación de la capacidad rizogénica 
Se evaluó el porcentaje de esquejes que formaron raíces adventicias, tomando 

al azar 20 esquejes de cada tratamiento en cada uno de los muestreos.  

Se evaluó la concentración de proteína y la actividad de AIA oxidasa en los 

diferentes tratamientos a los 8, 16, 21 y 36 días después de que se aplicó el 

compuesto.  
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Obtención de la muestra 
Se prepararon extractos de la zona basal del esqueje que generó raíces 

adventicias homogeneizando 3 g de tejido en 6 ml de medio de 

homogeneización que contenía Tris-HCl 100 mM pH 7.6 y PVP 0.1%. El 

homogeneizado fue filtrado a través de gasa y centrifugado a 18 000 xg 

durante 5 minutos; el sobrenadante así obtenido se empleó para medir la 

actividad de AIA oxidasa. Para expresar la actividad enzimática se cuantificó la 

proteína total del extracto por el método de Bradford (1976). 

 

Determinación polarográfica 
Para la determinación polarográfica de la actividad de AIA-oxidasa se utilizó un 

oxímetro Hansatech mod. CB1-D3 equipado con un graficador Cole-Parmer 

1202-0000 siguiendo la técnica de Kokkinakis y Brooks, (1979). 

El medio de reacción consistió en 0.1 ml de 2,4 diclorofenol 1.2 mM; 0.1 ml 

MnCl2 400 μM, ajustando para un volumen final de 1 ml en la celda del 

oxímetro con buffer de citratos 50 mM pH 4.2. Se agregó el extracto (0.1 mg 

prot.) y enseguida 40 μl AIA 1mM y 40 μl deH2O2 1% .La reacción fue evaluada 

siguiendo el consumo de O2. 

 

Análisis estadístico 
Para los resultados de enraizamiento por número de raíces, se práctico un 

ANOVA con una n= 5 y una prueba de diferencia de medias de Tukey  

(Reyes,1980) . Para la actividad de AIAox, se utilizaron estas mismas pruebas 

con una n=3. 

Los resultados expresados como porcentaje de enraizamiento se obtuvieron de 

contar el número de esquejes enraizados en muestreos de 20 individuos cada 

uno, considerando el control como 100%. 
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RESULTADOS  
 
Los resultados del presente trabajo muestran que las condiciones para la síntesis 

de conjugados de auxinas aseguran un rendimiento elevado en sus productos. 

Asimismo las consideraciones bioquímicas sobre la mayor actividad de los 

derivados diseñados muestran que son adecuadas para la producción de derivados 

con alta capacidad de inducción de raíces adventicias. En este sentido los 

derivados obtenidos con ésteres activos registraron una mayor capacidad de 

enraizamiento en los ensayos realizados sobre especies de crisantemo y clavel. 

 

En esta sección de resultados se presentan las constantes químicas y 

espectroscópicas  que permitieron identificar a los derivados sintetizados. 

Adicionalmente se presentan los resultados de los bioensayos realizados con estos 

compuestos para el enraizamiento de las dos especies. 

 

Caracterización espectroscópica de los conjugados 
 
Indol-3-acetato de p-nitrofenilo (Derivado 1)  
 

Sintetizado de acuerdo al método general de Mollan et. al, 1972. Se realizó la 

síntesis del éster del AIA y el producto final fue recristalizado con éter isopropílico a 

baja temperatura. Para confirmar la identidad química de los cristales obtenidos se 

llevaron a cabo los análisis espectroscópicos de UV, IR en rango medio y espectro 

de masas. El indol-3-acetato de p-nitrofenilo se obtuvo con un rendimiento del 60%. 

Como se muestra en el Cuadro 1 el espectro de UV de este compuesto registra un 

máximo en 278 nm el cual corresponde al anillo bencénico fusionado con el pirrol 

(Figura 7). Asimismo en el Cuadro 1 se enlistan las vibraciones correspondientes al 

infrarrojo del compuesto, las asignaciones identificadas corresponden al producto 

de la esterificación (Figura 8), siendo el principal criterio de transformación química 

la aparición de una señal aguda en 1756 cm-1 correspondiente al carbonilo del 

éster. Adicionalmente se observan vibraciones en la región de 2800-3100 cm-1 

correspondientes a las señales de enlaces C-H saturados y aromáticos presentes 

en la molécula. Cabe mencionar que en el espectro se registra una señal aguda en 

3411 cm-1 característico de fenoles, esta señal puede ser asociada a la presencia 
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de la materia prima del p-nitro fenol que no reaccionó cuantitativamente. Por otro 

lado también se registró el espectro de masas, a partir del termograma obtenido 

mediante la inserción directa del compuesto al analizador de masas.  

En la Figura 9 se muestra el termograma de este derivado, donde se puede 

observar que el tiempo máximo de desorción del compuesto se registró a los 33 

seg. También se observa en este termograma que la pureza del compuesto es alta, 

ya que no se registran otros picos de abundancia relativa de masa de intensidad 

significativa. 

 

Finalmente el espectro de masas confirmó la presencia del compuesto esperado, 

ya que su patrón de fragmentación corresponde con las funcionalidades químicas 

del derivado. Como se puede observar en la Figura 10, el compuesto presenta un 

ión molecular de 296 m/z el cual corresponde con el peso molecular del compuesto 

esperado, asimismo presenta un pico base en 130 m/z que se produce con el 

rompimiento alfa de carbonilo, el cual está favorecido por su posición vinílica con 

respecto al anillo pirrólico, de ahí su abundancia relativa mayoritaria. 

Adicionalmente en el espectro se pueden observar fragmentaciones asociadas a la 

estructura química. Por ejemplo la pérdida del grupo nitro que está ubicado en 

posición en posición para a la sustitución del éster fenólico, rindiendo un fragmento 

de 225 m/z. También se registran fragmentaciones con la pérdida del éster en su 

parte fenoxi para dar 158 y 174 m/z. cuando se arrastra al oxígeno y cuando no se 

arrastra respectivamente. El patrón de fragmentación completo de este compuesto 

se puede observar en la Figura 11. 
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Cuadro 1. Constantes espectroscópicas del indol-3-acetato de p-nitrofenilo 

(Derivado 1). 

Peso Molecular:     298 GRUPO QUÍMICO: 

UV  

280 nm Fusión de benceno y pirrol 

292 nm Fusión de benceno y pirrol 

  

IR  

3411 cm-1 O-H 

2933 cm-1 C-H saturado 

1756 cm-1 Carbonilo del éster 

  

MASAS  

296 m/z Ión molecular 

130 m/z Pico base, ruptura alfa al carbonilo del 

éster 

225 m/z Pérdida del nitro con carbonos base  de 

nitro 

158 m/z Ruptura del éster en la parte fenoxi 

174 m/z Ruptura del éster en la parte fenoxi 
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Figura 7. Espectro UV del Derivado 1. Se muestran los máximos de absorción a 

280 y 292 nm.  
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Figura 8. Espectro IR del Derivado 1.  Las flechas muestran los picos 

fundamentales que evidencían la formación del derivado. 
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Figura 9. Termograma del Derivado 1. Muestra la  presencia predominante de un 

solo compuesto. 
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Figura 10. Espectro de masas del Derivado 1. Se muestra el ion molecular ( *)  

y los fragmentos principales. 
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Figura 11.  Patrón de fragmentación propuesto para el Derivado 1. Cada fómula 

corresponde con una de las señales principales del espectro de masas. 
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Indol-3-acetato de p-nitrofenilfosfosfato (Derivado 2) 
 
El rendimiento que se obtuvo fue de un 30 %. Cabe mencionar que este producto 

mostró un elevado carácter electrofílico, ya que se hidrolizaba rápidamente 

regenerando a sus precursores, por lo cual fue necesario llevar a cabo el registro 

de los espectros correspondientes inmediatamente después de haberlo sintetizado.  

En el cuadro 2 se presentan las constantes. espectroscópicas que se obtuvieron a 

través de los espectros de UV, IR en rango medio y espectro de masas. Como se 

enlista en dicho cuadro, el espectro de UV de este compuesto registra un máximo 

en 240 nm asignado al anillo aromático del p-nitrofenil fosfato esterificado. En 270 y 

282 nm, se observan dos cambios de pendiente del espectro correspondientes al 

anillo bencénico fusionado con el anillo pirrol. Adicionalmente se registro un 

máximo en 300 nm que se produce por la excitación de los electrones del anillo del 

nitrofenol al conjugarse con los electrones π de la hibridación sp2 del fósforo (Figura 

12). 

 Asimismo en el Cuadro 2 se enlistan las vibraciones correspondientes al infrarrojo 

del indol-3-acetato de p-nitrofenilfosfato, las asignaciones identificadas 

corresponden al producto de la esterificación (Figura 13), siendo el principal criterio 

de transformación química la aparición de una señal en 1747 cm-1 correspondiente 

al carbonilo del éster. Adicionalmente, se observan vibraciones en la región de 

2855-3057 cm-1 correspondientes a las señales de enlaces C-H saturados y 

aromáticos respectivamente. Cabe mencionar que en el espectro se registra una 

señal intensa en 3302 cm-1 característica de fenoles, esta señal puede ser 

asociada a la presencia de la materia prima del p-nitrofenil fosfato que no reaccionó 

cuantitativamente.  

Por otro lado también se registró el espectro de masas, a partir del termograma 

obtenido mediante la inserción directa del compuesto al analizador de masas, en la 

figura 14 se muestra el termograma de este derivado, donde se puede observar 

que el tiempo máximo de desorción del compuesto se registró a los 34 segundos. 

También se observa en este termograma que la pureza del compuesto es alta, ya 

que no se registran otros picos de abundancia relativa de masa de intensidad 

significativa. 

Finalmente el espectro de masas confirmó la presencia del compuesto esperado, 

ya que su patrón de fragmentación corresponde con las funcionalidades químicas 
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del derivado. Como se puede observar en la Figura 15, el compuesto presenta un 

ión molecular de 376 m/z, el cual corresponde con el peso molecular del 

compuesto esperado, asimismo presenta un pico base en 207 m/z que se produce 

con el rompimiento alfa de carbonilo, el cual esta favorecido por su posición vinílica 

con respecto al anillo pirrólico, de ahí su abundancia relativa mayoritaria. 

Adicionalmente en el espectro se pueden observar fragmentaciones asociadas a la 

estructura química. Por ejemplo la pérdida del grupo p-nitrofenoxi para producir el 

ión 256 m/z. Adicionalmente en este espectro se observa un ión correspondiente al 

grupo p-nitrofenilo fosfato, lo cual era de esperarse por su fuerte carácter 

electrofílico. El patrón de fragmentación completo de este compuesto se puede 

observar en la Figura 16. 

 

 

Cuadro 2. Constantes espectroscópicas del indol-3-acetato de p-nitrofenilfosfato 

(Derivado 2) 

 

Peso Molecular: GRUPO QUIMICO: 

UV  

240 nm p-nitrofenol 

300 nm Nitrofenol conjugado con el fósforo 

270, 282 nm Benceno fusionado al pirrol 

IR  

1747 cm-1 Carbonilo del éster 

2855-3057 cm-1 C-H saturados aromáticos 

  

MASAS  

376 m/z Ión molecular 

207 m/z Pico base 

256 m/z Pérdida del p-nitrofenol 
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Figura 12. Espectro UV del Derivado 2. Se muestra los máximos absorción a 240, 

300 y 282 nm. 
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Figura. 13   Espectro IR del Derivado 2. Las flechas muestran los picos 

fundamentales que evidencian la formación del derivado. 
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Figura 14. Termograma del Derivado 2. Muestra la  presencia predominante de un 

solo compuesto. 
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Figura 15. Espectro de masas del Derivado 2. Se muestra el ion molecular ( *)  

y los fragmentos principales. 
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Figura 16. Patrón de fragmentación propuesto para el indol-3-acetato de p-

nitrofenilfosfato (Derivado 2).  Cada fómula corresponde con una de las señales 

principales del espectro de masas. 

 

 
 
Naftalenacetato de p-nitrofenilo (Derivado 3) 
 

 
Este compuesto fue sintetizado con la técnica de acoplamiento de ésteres con 

usando diciclohexilcarbodiimida como agente acoplante (Mollan et. al, 1972). El 

producto se recristalizó con acetato de etilo a baja temperatura. Cabe mencionar 
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que este producto es estable, ya que no se hidroliza espontáneamente. En el 

Cuadro 3 se presentan las constantes. espectroscópicas que se obtuvieron a través 

de los espectros de UV, IR en rango medio y espectro de masas. El espectro de 

UV de este compuesto registra un máximo en 290 nm asignado a los dos anillos 

bencénicos fusionados del naftaleno. Asimismo se registra un máximo en 281 y en 

265 nm correspondientes al benceno del p-nitrofenol y su conjugación con el 

carbonilo del éster respectivamente (Figura 17).  

El espectro de infrarrojo de este compuesto se puede observar en la Figura 18, 

siendo el principal criterio de transformación química la aparición de una señal 

aguda en 1759 cm-1 correspondiente al carbonilo del éster. Adicionalmente, se 

observan vibraciones en la región de 2856-3115 cm-1 correspondientes a las 

señales de enlaces C-H saturados y aromáticos respectivamente. Cabe señalar 

que el espectro de infrarrojo muestra señales de enlace O-H, probablemente 

pertenecientes al precursor p-nitrofenol. 

 Por otro lado también se registró el espectro de masas, a partir del termograma 

obtenido mediante la inserción directa del compuesto al analizador de masas, en la 

Figura 19 se muestra el termograma de este derivado, donde se puede observar 

dos picos de desorción en 35 y 45 seg. La presencia de estos dos picos puede ser 

explicada por la alta temperatura de evaporación del compuesto debido a su 

elevado peso molecular. 

Finalmente el espectro de masas confirmó la presencia del compuesto esperado, 

ya que su patrón de fragmentación corresponde con las funcionalidades químicas. 

Como se puede observar en la Figura 20, el compuesto presenta un ión molecular 

de 307 m/z el cual corresponde con el peso molecular del compuesto esperado, 

asimismo presenta un pico base en 141 m/z que se produce con el rompimiento 

alfa de carbonilo, el cual esta favorecido por su posición vinílica con respecto al 

anillo naftalénico, de ahí su abundancia relativa mayoritaria. Adicionalmente en el 

espectro se pueden observar fragmentaciones asociadas a la estructura química. 

Por ejemplo la pérdida del grupo p-nitrofenoxi para producir el ión 168 y 185 m/z. 

asociados a las fragmentaciones en las posiciones alfa y beta del carbonilo del 

éster del lado alcoxi. El patrón de fragmentación completo de este compuesto se 

puede observar en la Figura 21. 
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Cuadro 3. Constantes espectroscópicas del naftalenacetato de p-nitrofenilo 

(Derivado 3). 

Peso Molecular: GRUPO QUIMICO: 

UV  

290 nm Anillos bencénicos fusionados 

281 nm Benceno p-nitrofenol 

265 nm Benceno, nitrofenol conjugado 

IR  

1759 cm-1 Carbonilo del éster 

2856-3115 cm-1 C-H saturados aromáticos 

  

MASAS  

307 m/z Ión molecular 

141 m/z Pico base 

168 m/z Pérdida del alcoxi en alfa 

185 m/z Pérdida del alcoxi en beta. 
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Figura 17.  Espectro UV del Derivado 3. Se muestran los máximos a 265, 281 y 
290. 
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Figura 18. Espectro de IR del Derivado 3. Las flechas muestran los picos 

fundamentales que evidencian la formación del derivado. 
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Figura 19..Termograma del derivado 3. Muestra la presencia de 2 entidades 
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RIZOCAB02_050422193004 #62 RT: 0.54 AV: 1 NL: 1.05E6
T: + c Full ms [ 30.00-400.00]
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Figura 20. Espectro de masas del Derivado 3. Se muestra el ión molecular ( *)  

y los fragmentos principales. 
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Figura 21. Patrón de fragmentación propuesto para el naftalen-3-acetato de p-

nitrofenilo (Derivado 3). Cada fómula corresponde con una de las señales 

principales del espectro de masas. 
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Naftalen-3-acetato de p-nitrofenilfosfato (Derivado 4) 
 
 
Cabe mencionar que este producto es poco estable, ya que se hidroliza 

espontáneamente regenerando los precursores. En el Cuadro 4 se presentan las 

constantes espectroscópicas que se obtuvieron a través de los espectros de UV, IR 

en rango medio y espectro de masas. El espectro de UV de este compuesto 

registra un máximo en 298 nm asignado a los dos anillos bencénicos fusionados 

del naftaleno. Asimismo se registra un máximo en 240 nm correspondientes al 

benceno del p-nitrofenol (Figura 22). 

 Asimismo en la Cuadro 4 se enlistan las vibraciones correspondientes al infrarrojo 

de este compuesto. Las asignaciones identificadas corresponden al producto de la 

esterificación (Figura 23), siendo el principal criterio de transformación química la 

aparición de una señal aguda en 1706 cm-1 correspondiente al carbonilo del éster. 

Adicionalmente, se observan vibraciones en la región de 2855-3048 cm-1 

correspondientes a las señales de enlaces C-H saturados y aromáticos 

respectivamente. Cabe señalar que el espectro de infrarrojo no muestra señales al 

enlace O-H del ácido ni del fenol, con lo cual se establece que la reacción se llevó 

a cabo cuantitativamente. 

 

Como se puede observar en la figura 25, el compuesto presenta un ión molecular 

de 387 m/z, el cual corresponde con el peso molecular del compuesto esperado, 

asimismo presenta un pico base en 142 m/z que se produce con el rompimiento 

alfa de carbonilo el cual esta favorecido por su posición vinílica con respecto al 

anillo naftalénico, de ahí su abundancia relativa mayoritaria. Adicionalmente en el 

espectro se pueden observar fragmentaciones asociadas a la estructura química. 

Por ejemplo la pérdida del grupo p-nitrofenoxi para producir el ión 267 m/z. 

Asimismo, se observan las fragmentaciones en las posiciones alfa y beta del 

carbonilo del éster del lado alcoxi para rendir los iones 169 y 185 m/z 

respectivamente. El patrón de fragmentación completo de este compuesto se 

puede observar en la figura 26. 
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Cuadro 4. Constantes espectroscópicas del naftalenacetato de p-nitrofenilfosfato 
(Derivado 4). 
 
Peso Molecular Grupo químico 

UV  

298 nm Naftaleno 

240 nm p-nitrofenol 

IR  

1706 cm-1 Carbonilo del éster 

2856-3048 cm-1 C-H saturados aromáticos 

MASAS  

387 m/z ión molecular 

142 m/z Pico base 

169 m/z Ruptura carbonilo alfa 

183 Ruptura carbonilo en beta 
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Figura 22. Espectro UV del Derivado 4. Se muestran los máximos de absorbancia 
240 y 298 nm. 
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Figura 23. Espectro IR del Derivado 4. Las flechas muestran los picos 

fundamentales que evidencian la formación del derivado. 
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Figura 24. Termograma del Derivado 4. Muestra la  presencia predominante de un 

solo compuesto.  
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Figura 25. Espectro de masas del Derivado 4 Se muestra el ión molecular ( *)  

y los fragmentos principales. 

392.1139.1
*

56.3 144.868.6 115.2 208.253.8 186.4 249.3 299.8 374.998.0 320.4287.845.2

 52



.   

M+

O P

O

O

OH

NO2

O
387

 
 
 
 

 

O P

OH

O

OH
O

m/z=267 

O

OO
+m/z = 169 

 
 

 

 

m/z=185  

 

+  m/z =  141 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 26. Patrón de fragmentación de masa propuesto para el naftalenacetato de 

p-nitrofenilfosfato (Derivado 4). Cada fómula corresponde con una de las señales 

principales del espectro de masas. 
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Bioensayo con crisantemo (var. Polar) 
 

Los resultados muestran que la administración del Derivado 1 provocó un aumento 

150% más de esquejes enraizados con respecto del control, mientras que el 

producto comercial RADIX produjo un incremento de 100 % (Figura 27). Se registró 

también el número de raíces producidas por esqueje (Figura 28), con el fin de 

valorar si se encontraban diferencias en el tiempo de surgimiento de las raíces o en 

la cantidad de ellas entre los tratamientos. Los resultados muestran una diferencia 

significativa entre el control y el tratamiento con el Derivado 1, mientras que el 

RADIX no produjo un incremento significativo. Adicionalmente, se puede observar 

en la figura 28 que los datos muestran desviaciones importantes, por lo que para 

los ensayos subsecuentes con clavel sólo se registraron los datos de porcentaje de 

esquejes enraizados. 

 

Los registros de actividad en extracto crudo de la peroxidasa AIA oxidasa muestran 

en general un descenso de actividad conforme avanza el tiempo de enraizamiento 

de los esquejes, lo cual es un comportamiento esperado en función de la activación 

inicial de las peroxidasas involucradas en las primeras etapas del proceso, las 

cuales disminuyen su actividad una vez formadas las raíces. Así mismo, se puede 

observar que en el día 5 de tratamiento el extracto con mayor actividad de la 

enzima fue el obtenido del tratamiento con el RADIX, registrado una velocidad de 

150 nmoles de O2, en contraste, los tratamientos Control y Derivado 1 registran en 

el mismo día de muestro una menor velocidad cercana a los 85 nmoles de O2, cabe 

mencionar que en este día de tratamiento las muestras de Control y Derivado 1 son 

diferentes significativamente (α = 0.05) con respecto del Radix. Los resultados 

descritos pueden ser discutidos en función de dos factores posibles, el primero de 

ellos relacionado a la menor inducción de raíces que promueve el Control, con lo 

cual, el nivel endógeno de peroxidasas es menor, así como su actividad. Por otro 

lado, el segundo factor puede referirse a la mayor inducción de enraizamiento en el 

tratamiento RADIX y Derivado 1, en los cuales, el Derivado 1 muestra la menor 

actividad debido a la menor afinidad de la enzima por el sustrato sintético (Fig 29). 
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Figura 27. Enraizamiento en Crisantemo (var. Polar) expresado como porcentaje 

considerando el control como 100% (n=5). El Radix se aplícó en 
formulación comercial de 10,000 ppm y el Derivado 1 a 1000 ppm, de 
acuerdo al trabajo previo de Vergara et al., (1997). 
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Figura 28. Enraizamiento en Cristantemo (var. Polar) expresado como el promedio 
del  número de raíces por esqueje +/- DS (n=5). (*) indica  diferencias significativas 
(α=.05). 
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Figura 29. Actividad de AIAox durante el enraizamiento de crisantemo var. Polar. 
Resultados del promedio de 3 experimentos independientes +/- DS. (*) indica 
diferencias significativas (α = 0.05).  
 

Bioensayo con clavel (var. América) 

A partir de los resultados obtenidos en crisantemo con el Derivado 1, se procedió a 

evaluar los derivados fosforilados a una concentración de 100 ppm, la cual fue 

definida a partir de curvas de dosis-respuesta obtenida en ensayos preliminares 

con esquejes de frijol mungo y clavel (datos no mostrados). En las condiciones 

descritas se evaluaron los derivados 1, 2, 3, y 4 en esquejes de clavel.  

La Figura 30 muestra que todos los derivados incrementaron el porcentaje de 

esquejes enraizados respecto del control, siendo los derivados 1 y 2 los que 

presentaron el porcentaje más alto con 100 y 66% respectivamente. 

Los registros de actividad en extracto crudo de la  AIAox de clavel muestran un 

comportamiento similar al observado en crisantemo, donde el tratamiento que 

registra la mayor actividad es el RADIX, en tanto que el Control y Derivado 1, 

registran tasas menores y similares entre sí, cabe mencionar que en el registro del 

día 5 estos tratamientos presentan diferencias significativas. En este mismo 

sentido, se observa un efecto de la modificación química de las auxinas en la 

formación de raíces y la actividad de las enzimas relacionadas, sugiriendo que la 

condición en la cual, la menor actividad de la enzima se asocia con la mayor 
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inducción rizogénica, puede estar vinculada a una menor afinidad de las 

peroxidasas por los conjugados sintéticos adicionados. 
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Figura 30. Enraizamiento en Clavel (var. América). Expresado como porcentaje 
considerando como 100% el control a los 30 días de aplicado los tratamientos. 
Todos los compuestos auxínicos se aplicaron a 100 ppm, que en ensayos previos 
mostraron los mejores efectos de enraizamiento 
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Figura 31. Actividad de AIAox durante el enraizamiento de clavel var. América. 
Resultados del promedio de 3 experimentos independientes +/- DS. (*)  indica  
diferencias significativas entre Radix y los otros dos tratamientos (α = 0.05). 
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Ensayo de actividad de AIAox purificada 
 
La fig. 32 muestra la actividad de AIAox purificada de clavel y crisantemo, usando 3 

sustratos: AIA y AIB comerciales y el Derivado 1. Es importante destacar como la 

modificación química del Derivado permite eludir la acción oxidativa de la enzima 

AIAox., lo que refuerza la hipótesis de que la conjugación es un mecanismo para 

mantener un reservorio de auxina disponible, según los requerimentos fisiológicos 

en la planta. 
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Figura 32. Actividad de AIAox purificada. Se aisló y purificó a partir de extractos de 
la base esquejes de clavel (var. América) y crisantemo (var. Polar) crecidos en 
presencia del Derivado 1 100ppm. Las barras representan el promedio de 3 
replicas +/- DS.  Existen diferencias significativas entre especies y entre sustratos 
con excepción de AIB y Derivado 1 en crisantemo (α = 0.05). 
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DISCUSIÓN 
 

Síntesis química de los derivados 
 

La caracterización espectroscópica descrita en la sección de resultados, 

proporciona elementos suficientes para establecer la identidad química de cada 

derivado. Especialmente los espectros de masas de los derivados (Derivado 1: 

m/z= 296,130,225,158,178; Derivado 2: m/z=376,130,256,202; Derivado 3: m/z= 

307,141,168,185 y Derivado 4: m/z=387,141,169,183) y sus respectivos patrones 

de fragmentación, constituyen un clara evidencia que los compuestos aplicados en 

este trabajo coinciden con la estructura química buscada. Existe una gama muy 

amplia de trabajos donde se han utilizado conjugados auxínicos para rizogénesis 

adventicia (Bialek et al.,1983; Wiesman et al., 1989), pero han utilizado derivados 

glucosídicos o aminoacídicos de AIA o AIB. En este sentido, Napoli et al., (1993) 

probaron conjugados de N-ε-(indol-3-acetil)-L-Lisina que estimularon la rizogénesis 

pero en menor grado que el AIA. Por otro lado, Balázs et al., (1995) probaron una 

estrategia sintética de dos pasos para obtener conjugados de auxina esterificados 

con colina, que promovieron la elongación de tallos de chícharo a concentraciones 

de 1 μM, con rendimientos de 40-60%. 

Es necesario destacar que aunque la reacción de esterificación de Mollan y col. 

(1972) es un método muy común en la síntesis química, al momento de la revisión 

bibliográfica no se encontró ningún otro reporte donde se hayan sintetizado o 

utilizado los conjugados descritos en esta tesis. 

 

Para el derivado 2, incluso se buscó en bases de datos de patentes nacionales e 

internacionales sin encontrar ningún reporte. Los derivados 1 y 3 se obtuvieron con 

buenos rendimientos (60% y 50%) y muestran estabilidad química. En algunos 

bioensayos, los derivados fosforilados 2 y 4 mostraron incremento en la rizogénesis 

de clavel pero parecen tener menor estabilidad debido a la gran reactividad del 

grupo fosfato. Sin embargo, debido precisamente a esta propiedad sería de utilidad 

probar estos dos derivados en otro estudio más amplio pues una vez absorbidos e 

introducidos al interior celular rápidamente pueden formar otros conjugados o 

hidrolizarse para liberar la auxina. Tartoura et al., (2004) muestran resultados 

donde se aprecia claramente como los niveles endógenos de AIA disminuyen 

 59



gradualmente después de un pico a las 6 h y el correspondiente aumento de 

conjugados de las 6 a las 48 h siguientes, en esquejes de frijol mungo. Algunos 

conjugados de AIA (AIA-Ala, AIA-Leu y AIA-glucosa) pueden ser hidrolizados de 

nuevo a AIA y ser activos en los bioensayos, mientras que otros marcados para 

degradación (AIA-Asp y AIA-Glu) no muestran actividades auxínicas (Ljung et al. 

2002). En Arabidopsis se ha detectado a la presencia de metiléster de AIA que 

puede ser hidrolizado por una esterasa para dar AIA libre activo (Li, et al. 2007; Qin 

et al, 2005). 

 

Es necesario mencionar aquí que pueden realizarse otros estudios que analicen 

más profundamente la absorción y solubilidad de los cuatro derivados. 

 

Bioensayo con crisantemo. 

 

Se han encontrado muchos productos naturales que tienen efecto auxínico. El 

ácido indolacético (AIA), 4-Cloroindolacético (4-Cl-AIA) y el ácido fenilacético son 

ejemplos comunes (Woodward. y Bartel, 2005). Precursores del AIA, como el indol-

3-acetonitrilo y el indol-3-pirúvico, también muestran actividad en los bioensayos, 

presumiblemente porque se convierten en AIA  en los tejidos blanco. La actividad 

del AIA es modulada a tres diferentes niveles independientes: homeostasis, 

transporte polar y respuestas auxínicas. La homeostasis incluye la biosíntesis de 

novo de AIA, su degradación y su conjugación y deconjugación con azúcares o 

aminoácidos (Bartel et al., 2001; Zhao et al., 2001, 2002; Cohen et al., 2003). El 

AIA libre constituye el 1% y es el responsable de la actividad. El resto existe como 

ésteres o amidas para almacenaje o degradación (Ljung et al., 2002). En 

Arabidopsis se ha detectado la presencia de metiléster de AIA que puede ser 

hidrolizado por una esterasa para dar AIA libre activo (Li et al., 2007; Qin et al., 

2005). 

 

 Dado que este es el primer trabajo con estos derivados, no es posible contrastar 

los resultados con trabajos previos, y los trabajos que hay con crisantemo con 

auxinas usan AIA, ANA o AIB y no conjugados, además de que algunos son a nivel 

de cultivo in vitro (Teixeira, 2003), lo que dificulta la comparación. Sin embargo, 

Wiesman et al., (1989) reportan un valor de 57 raíces por esqueje de frijol mungo 
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contra 8 del control, usando indol-3-butirilaspártico 100 μM, lo que podría indicar 

que la conjugación es un medio promotor de enraizamiento en las especies 

evaluadas. Adicionalmente, se ha demostrado que la aplicación exógena de AIA-

Ala, AIA-Gly y AIA-Phe puede reemplazar el efecto de AIA en Arabidopsis (Cohen y 

Bandurski, 1982). 

 

Para interpretar y discutir los resultados de rizogénesis obtenidos en este debe 

considerarse que la formación de raíces tiene 3 fases distintas: la inducción, donde 

ocurren cambios bioquímicos y moleculares previos a cualquier evento celular, la 

iniciación, donde ocurren las primeras modificaciones anatómicas y la protrusión, 

correspondiente a la emergencia del primordio radicular (Gaspar et al.1992, 

Vatulescu et al., 2004). En varias especies analizadas, la actividad de AIA oxidasa 

muestra un incremento gradual en las fases de inducción, alcanzando un máximo 

justo antes de la iniciación y un descenso marcado una vez empezada la 

protrusión. El proceso de enraizamiento involucra una serie de cambios con 

variaciones en la concentración de AIA y la actividad peroxidasa (Haussman, 1993; 

Moncousin, 1998), donde la concentración de auxina y la actividad de AIA oxidasa 

muestran una correlación inversa (Gaspar  et al., 1992; Ripetti, 1994; Gendreau et 

al., 1997). Esto ha llevado a considerar que la evaluación de la actividad de 

AIAoxidasa puede constituir un marcador para predecir la inducción del 

enraizamiento adventicio (Gaspar et al., 1992, McDonald y Wynne, 2003; Metaxas 

et al., 2004). En relación a los registros de actividad en extracto crudo de la 

peroxidasa AIA oxidasa de crisantemo, muestran en general un descenso de 

actividad que coincide con el momento del surgimiento de las raíces, lo cual es un 

comportamiento esperado en función de la activación inicial de las peroxidasas 

involucradas en las primeras etapas del proceso, las cuales disminuyen su 

actividad una vez formadas las raíces (Bhattacharya, 1988), estos resultados 

coinciden con los reportados por Chibbar et al., (1979) quienes también 

encontraron actividad incrementada AIA oxidadasa durante el enraizamiento de 

frijol mungo. Así mismo, se puede observar que en el día 5 de tratamiento el 

extracto con mayor actividad de la enzima fue el obtenido del tratamiento con el 

RADIX, registrado una velocidad de 150 nmoles de O2, en contraste, los 

tratamientos Control y Derivado 1 registran en el mismo día de muestro una menor 

velocidad cercana a los 85 nmoles de O2, cabe mencionar que en este día de 

 61



tratamiento las muestras de Control y Derivado 1 son diferentes significativamente 

(α=0.05) con respecto del Radix. Los resultados descritos pueden ser discutidos en 

función de dos factores posibles, el primero de ellos relacionado a la menor 

inducción de raíces que promueve el Control, con lo cual, el nivel endógeno de 

peroxidasas es menor, así como su actividad. Por otro lado, el segundo factor 

puede referirse a la mayor inducción de enraizamiento en el tratamiento RADIX y 

Derivado 1, en los cuales, el Derivado 1 muestra la menor actividad debido 

posiblemente a la menor afinidad de la enzima por el sustrato sintético, lo que 

correspondería con lo planteado en Haissig (1986), Wiesmann et al., (1989) y 

Slovin et al., (1999). 

 

Bioensayo con Clavel (var. América) 

 

A partir de los resultados obtenidos en crisantemo con el Derivado 1, se procedió a 

evaluar los derivados fosforilados a una concentración de 100 ppm, la cual fue 

definida a partir de curvas de dosis-respuesta obtenida en ensayos preliminares 

con esquejes de frijol mungo y clavel (datos no mostrados). En las condiciones 

descritas se evaluaron los derivados 1, 2, 3, y 4 en esquejes de clavel. La Figura 30 

muestra que todos los derivados incrementaron el porcentaje de esquejes 

enraizados respecto del control, siendo los derivados 2 y 1 los que presentaron el 

porcentaje más alto con 90 y 75% respectivamente. Cabe mencionar que estos 

resultados se obtuvieron con una dosificación 100 veces menor que la del producto 

comercial que es usado por los floricultores y los resultados de enraizamiento 

fluctúan sobre el 50%. En trabajos donde evaluaron la influencia del frío en el 

almacenamiento de esquejes de clavel, Garrido et al., (2003) obtuvieron 25% con la 

variedad Oriana y 90% con la variedad Elsy, utilizando una concentración de AIB 

15.3 μM y 9.88 μM. de ANA. Los registros de actividad en extracto crudo de la 

peroxidasa AIA oxidasa de clavel (Fig. 1) muestran una tendencia similar a la 

observada en crisantemo. El tratamiento que registra la mayor actividad es el 

RADIX, en tanto que el Control y Derivado 1, registran tasas menores y similares 

entre sí, mostrando que en el registro del día 5 estos tratamientos presentan 

diferencias significativas. En este mismo sentido, esto podría indicar un efecto de la 

modificación química de las auxinas en la formación de raíces y la actividad de las 
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enzimas relacionadas, sugiriendo que la condición en la cual la menor actividad de 

la enzima se asocia con la mayor inducción rizogénica, puede estar vinculada a 

una menor afinidad de las peroxidasas por los conjugados sintéticos. 

 
 Ensayo de actividad de AIAox purificada 
 
Este ensayo era necesario para tener más elementos para confirmar si 

efectivamente la conjugación permitía un menor reconocimiento de los derivados. 

Distintos autores señalan que la conjugación puede ser una estrategia para evadir 

la acción de la enzimas que degradan AIA (Hangarter y Good,1981). Se midió la 

actividad AIA oxidasas de las enzimas aisladas y purificadas de clavel y crisantemo 

en presencia del Derivado 1. Como se puede ver en la figura 32, con el AIA se 

registró la máxima actividad en las enzimas de ambas especies. En contraste, 

empleando el Derivado 1 como sustrato se registró una actividad significativamente 

menor que los controles con AIA. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 

mediante la evaluación del efecto en los extractos crudos, así mismo, refuerzan la 

idea de la mayor estabilidad de las auxinas conjugadas en presencia de la AIA-

oxidasa, tal como lo sugieren Cohen y Bandurski (1982), Balázs et al., (1995) y 

Davies, (1999), señalando la participación de los conjugados en la destoxificación 

de AIA y la protección del AIA libre contra la degradación oxidativa. Cabe 

mencionar que la purificación de la enzima y la caracterización de los parámetros 

cinéticos y de concentración de actividad, fueron establecidos en un trabajo 

colateral  cuyos resultados no se incluyen en este trabajo. 

 

En resumen, los resultados derivados del presente estudio, muestran que 

efectivamente la modificación química generada en la auxinas en este trabajo 

produjo un incremento en la generación de raíces adventicias, muy probablemente 

debido a que no son reconocidos por el mecanismo enzimático de degradación, 

permitiendo que su permanencia dentro de la célula se extienda por más tiempo y 

su efecto sea más duradero. El aporte del presente trabajo a la fisiología de 

auxinas en plantas y su utilización como enraizadores, consiste entonces en el 

diseño químico de los derivados auxínicos, la síntesis química de los mismos, su 

identificación espectroscópica y la evidencia de que se mejora la inducción de 

raíces adventicias en las especies florícolas aquí estudiadas. 
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CONCLUSIONES: 
 

• La síntesis de conjugados de auxinas empleando el método de 

acoplamiento con diclohexilcarbodiimida produce altos rendimientos de 

los Derivados. 

• Los ésteres activos de los conjugados diseñados mostraron incrementos 

en actividad rizogénica respectos del AIA. 

• El indol-3-acetato de p-nitrofenilo (Derivado 1) mostró un incremento de 

150% en el enraizamiento de esquejes de Dentranthema grandiflora 

respecto del control 

• En Dianthus caryophyllus (var. América), el Derivado 1 incrementó en un 

100% la formación de raíces adventicias, mientras que el Derivado 2 

mostró un 66% más respecto del control. 

• Lo anterior es significativo desde el punto de vista de que Dianthus 

caryophyllus es una especie considerada de difícil enraizamiento en la 

práctica florícola. 

• La actividad  AIA oxidasa de la peroxidasa purificada mostró tasas 

menores de actividad en los ensayos con el Derivado 1 o con AIB, lo que 

indica que el derivado elude la acción oxidativa de la enzima. 

• La afinidad de AIA oxidasa por los conjugados de auxinas registrada en 

ensayos in vitro disminuye, lo cual sugiere una relación entre la mayor 

permanencia de las auxinas y por tanto un mayor efecto fisiológico que 

se traduce en una mayor capacidad rizogénica. 
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ABREVIATURAS 
 

2,4-D:   2,4-diclorofenoxiacético 

AIA:   Ácido Indol-3-acético 

AIAox:  AIA oxidasa. 
AIB:   Ácido indol-3-butírico 

ATP:   Adenosin trifosfato 

AIP:   Ácido indolpropiónico 

ANA:  Ácido naftalenacético 

BSA:   Albúmina de suero de bovino 

CG-MS:  Cromatografía de Gases Acoplada a Espectrometría de Masas. 
ICAMEX:  Instituto de Investigación y Capacitación Agropecuaria, Acuícola y  

Forestal del Estado de México. 
IR:   Infrarrojo 

MCPP:  2 metil-4-clorofenoxipropiónico 

PNP:   Indol-3-acetato de p-nitrofenilo 
Px:    Peroxidasa 

TIBA:   Ácido triiodobenzoico. 

UV:  Ultravioleta 
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