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RESUMEN

La regeneraciéon de plantas con fenotipos de interés tiene una
etapa critica en el enraizamiento adventicio, que mejora con la apli-
cacion de auxina. La disponibilidad de auxina libre juega un papel
importante en el desarrollo vegetal; la conjugacién-desconjugacion y
la degradacién oxidativa influyen en ella. No se encontraron antece-
dentes que evaluaran si la aplicacién de un conjugado artificial de
auxinas promueve cambios en la auxina enddgena en el curso del
enraizamiento. En este trabajo se comparé el efecto del conjugado
indol-3-acetil-p-nitrofenil éster (IAP), con el de las auxinas libres,
acido indol-3-acético (AIA) y acido indol-3-butirico (AIB), en los ni-
veles endogenos de AIA y AIB en tres secciones de plantulas, en la
actividad AIA-oxidasa (AIA-0x), y en el enraizamiento adventicio
durante 6 d, en Vigna radiata L. Wilczek. El nivel de AIA endbgeno
se incrementd significativamente en el dia tres en todos los trata-
mientos, especialmente en la seccion apical de la plantula, con ex-
cepcién del tratamiento con IAP en el que sélo aument6 ligeramente.
La actividad de AIA-ox se incremento en el dia tres y gradualmente
disminuyé hacia el sexto dia. El IAP provocé el mayor enraizamien-
to y el menor correspondié6 al AIA.
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SUMMARY

Plant regeneration of special phenotypes has a critical phase in
adventitious rooting, which is promoted by auxin treatment.
Avalilability of free auxin plays an important role in plant develop-
ment; auxin conjugation-deconjugation and oxidative degradation
have an influence on it. No report was found in which synthetic
auxin conjugates had been evaluated for promoting changes in en-
dogenous auxin during rooting. This study analized the auxin con-
tent in plant cuttings after administration of indole-3-acetil- p-
nitrophenyl ester (IAP) (a synthetic auxin-conjugate). The effect of
exogenous auxins indole-3-acetic acid (IAA), indole-3-butyric acid
(IBA) and IAP on endogenous levels of IAA and IBA, in three dif-
ferent seedling sections and on IAA-oxidase activity, were compared
during the first 6 d of adventitious root formation in Vigna radiata
L. Wilczeck. Endogenous IAA level increased significantly on the
3rd day of rooting induction in all treatments, specially in the apical
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section, with the exception of IAP which only induced a slight in-
crease. IAA-ox activity reached the highest rate at day 3 and then
became reduced gradually to day 6. The highest adventitious rooting
was obtained with IAP, and the lowest with TAA.

Index words: Vigna radiata, auxins, conjugates, rooting.

INTRODUCCION

La formacién de raices adventicias es promovida por
auxinas como 4cido indol-3-acético (AIA) y 4cido indol-3-
butirico (AIB) (Woodward y Bartel, 2005; Davies, 2004).
Los factores que controlan los niveles de auxina libre son:
las peroxidasas con actividad de AIA-oxidasa (AIA-ox)
(McDonald, 2003; Metaxas et al., 2004); el transporte
polar (Friml, 2003; Benjamins y Scheres, 2008); y la con-
jugacion, que es la formacion de ésteres o amidas entre
auxinas y azicares o aminoicidos (Bartel et al., 2001;
Woodward y Bartel, 2005).

La aplicaciéon exdgena de auxinas afecta la biosintesis
apical y el transporte basipeto de auxinas endégenas (Tea-
le et al., 2006), de modo que los niveles de las auxinas
libres permanecen altos durante la fase de induccion del
enraizamiento y decrecen justo al comenzar la fase de ini-
ciacion (Gaspar y Hofinger, 1988; Nag er al., 2001). En
contraste, las peroxidasas de Clase III (EC 1.11.1.7) (Nag
et al., 2001; Qaddoury y Amssa, 2004) muestran baja ac-
tividad de AIA-ox durante la induccion, seguida de un
aumento durante la iniciacion. Ademas, en esa fase los
niveles de conjugados auxinicos se incrementan (Davies,
2004). En consecuencia, la disminucién ripida de AIA
libre, justo después del comienzo de la fase de iniciacion
de las raices adventicias, puede deberse a la mayor
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actividad catalitica de la AIA-ox, y a la formacién de con-
jugados de AIA.

Las auxinas tienen un efecto variable en la induccién
de raices adventicias. El mayor enraizamiento que pro-
mueve el AIB se ha atribuido principalmente a tres facto-
res: su capacidad de inducir el movimiento del AIA desde
el epicotilo hacia el hipocotilo (Teale et al., 2006); su
transformacion lenta y continua en AIA (Bartel er al.,
2001; Ludwig-Miiller, 2000); y su mayor estabilidad
quimica (Gorter, 1961; Nordstrém et al., 1991).

La funcién principal de los conjugados de auxina se ha
relacionado con la proteccion de las auxinas a la oxida-
cién enzimatica, con su transporte y su almacenamiento
(Bartel, 1997; Rampey et al., 2004). La adicién a las
plantas de conjugados-auxinicos sintéticos que puedan ser
convertidos rapidamente a conjugados naturales puede ser
una herramienta 1til para entender el destino de las auxi-
nas aplicadas exdgenamente, lo que pudiera demostrar
una mayor eficiencia del compuesto conjugado, como se
ha reportado para el AlB-aspartato (Wiesman et al.,
1989). El objetivo del presente trabajo fue comparar el
efecto de adicionar dos auxinas naturales (AIA y AIB) y
el de un conjugado (IAP) sintetizado en el laboratorio pa-
ra lograr una baja energia de activacion, sobre el conteni-
do enddgeno de auxinas (AIA y AIB), la actividad de la
ATA-ox y el enraizamiento en frijol mungo (Vigna radiata
L. Wilczek).

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal. Setenta gramos de semillas comer-
ciales de frijol mungo se trataron con 100 mL de NaClO
4 % durante 30 min, luego puestas a germinar en agua
destilada por 24 h en oscuridad a 26 °C y después trans-
feridas a una camara de crecimiento a 26 °C en la oscuri-
dad y 60% de humedad relativa, durante 4 d. Se escogie-
ron plantulas con la mayor uniformidad posible en altura,
didmetro de hipocotilo y tamafio de cotiledones y hojas.
Las plantulas se segmentaron en esquejes que constaron
de epicotilo, hojas primarias, cotiledones y 8 cm de hipo-
cotilo, y éstas fueron el material vegetal del experimento.

Soluciones de tratamiento. Las soluciones de AIA,
AIB e IAP 100 uM se prepararon en soluciones concen-
tradas 100X, y luego se disolvieron 50 pumol de cada
compuesto en 2.5 mL de etanol a 96 %, y se llevaron a
un volumen final de 5 mL con agua destilada. Se agregé 1
mL de cada una de estas soluciones concentradas para
preparar 100 mL de solucién de tratamiento.

Ensayo de enraizamiento. Las condiciones para el
ensayo de enraizamiento se establecieron de acuerdo con
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lo propuesto por Pan y Gui (1997), con algunos ajustes.
Se distribuyeron al azar 240 esquejes de 12 cm, en ocho
grupos de 30 esquejes cada uno. Los ocho grupos se divi-
dieron en dos conjuntos (repeticiones); a cada conjunto se
le asignaron los cuatro tratamientos: Testigo (que constd
de 2.5 mL de etanol a 96 % en 100 mL de agua) y los co-
rrespondientes a AIA, AIB, e IAP. Los esquejes se man-
tuvieron en las soluciones de AIA, AIB e IAP durante 24
h, y se transfirieron después de enjuagarlos con agua des-
tilada, a contenedores de 80 mL con 50 mL de agua desti-
lada, que se colocaron en una cdmara de crecimiento en
oscuridad a 26 °C y 60 % de humedad relativa, durante 4
d. Se evalu6 el enraizamiento adventicio al quinto dia del
corte, mediante el registro del nimero de raices adventi-
cias por hipocotilo, que incluyé tanto primordios como
raices emergidas, en todos los esquejes de cada grupo.
Los resultados se examinaron por medio de un anilisis de
varianza y una prueba de medias de Tukey.

Extraccién de auxinas. Se cuantificé el contenido de
auxinas al término del primero, tercero y sexto dia de tra-
tamiento, con las condiciones de extraccién descritas por
McDougall y Hillman (1978). Los esquejes se dividieron
en tres regiones: epicotilo, la mitad superior y la mitad
inferior del hipocotilo. Se homogeneizaron en mortero 5 g
de tejido fresco de cada region, en 15 mL de metanol
mezclado con polivinilpolipirrolidona (PVPP) a una con-
centracion final de 0.1%, durante 10 min, y luego se fil-
traron a través de ocho capas de gasa. El filtrado se eva-
por6 al vacio y se le adicionaron 10 mL. de NaHCOs a 2
% . La solucién obtenida se extrajo dos veces con 15 mL
de éter dietilico, con eliminacion de la fase etérea en cada
ocasion, y la fase acuosa recuperada se acidific6 con HCl
2N. Finalmente, la fraccién acuosa acidificada enriqueci-
da de auxinas se extrajo dos veces mas con 25 mL de éter
dietilico. El éter se elimind con vacio y el residuo se re-
suspendi6 en 1 mL de fase mdvil.

Condiciones del cromatégrafo. El contenido de auxi-
nas en cada muestra se analiz6 en un cromatégrafo de li-
quidos (Hewlett Packard 1100®) provisto con una colum-
na de fase reversa Hypersil ODS, con tamafio de particula
3 um, 4.6 mm de didmetro interno y 60 mm de longitud
(Nordstrom et al., 1991); se inyectaron 20 puL. de muestra
a un flujo de 0.5 mL para los primeros 2 min, luego se
us6 una rampa de 0.5 a 2 mL de 2 a 8 min. La fase mévil
contenia acetonitrilo:4cido acético:agua (10:2:88, v/v). La
determinacion de auxinas se hizo con un detector de fluo-
rescencia (Perkin-Elmer LS-50B®), a una longitud de on-
da de excitaciéon de 280 nm y 340 nm de emisién. La
cuantificaciéon se hizo por comparacién con un estandar
externo de concentracion conocida de cada auxina, con un
factor de recuperacion de 85 % a través de ensayos de
enriquecimiento.
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Actividad de ATA-oxidasa. Un gramo de tejido fres-
co de esquejes se homogeniz6 en 1.5 mL de solucién, que
contenia PVPP 1 % en Tris-HCI 10 mM, pH 7.6. El ex-
tracto se filtré con ocho capas de gasa y se centrifugd a
10000 x g durante 15 min. El sobrenadante recuperado se
empled para el anilisis enziméatico. La actividad de AIA-
ox se registr6 polarograficamente (Kokkinakis y Brooks,
1979). Se adicion6 un volumen de extracto que contuviera
100 pg de proteina total a 1 mL de medio de reaccidn,
cuya composicion incluyé: 2,4 diclorofenol 120 uM,
H202 6 uM, MnCl2200 uM, AIA 300 uM y amortiguador
de citratos 5 mM, pH 4.2. El consumo de O: se midi
con un electrodo tipo Clark (Hansatech mod. CB1D®).
La proteina se cuantificd de acuerdo con Bradford (1976),
con albimina de suero de bovino como estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo de enraizamiento. La mayor induccién de
raices se obtuvo con el tratamiento con IAP 100 uM en el
que se registré un promedio de 83.1 raices por esqueje, lo
que representa 340 % de incremento con respecto al testi-
go (Figura 1). El tratamiento con AIB también estimul6 el
enraizamiento, pero en menor proporcién (264 %). Am-
bos tratamientos superaron (P < 05) al testigo.
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Figura 1. Nimero de raices emitidas por los esquejes de Vigna radia-
ta L. Wilczek, 5 d después de la aplicacion de AIA (acido indolacéti-
co), AIB (acido indolbutirico) e IAP (indolacetato de p-nitrofenil
éster). Columnas con la misma letra no son significativamente dife-
rentes (Tukey, 0.05).

Contenido de auxinas. En el primer dia los niveles de
AIA del testigo alcanzaron su mayor concentracion en el
hipocotilo, y en todos los tratamientos (incluyendo al tes-
tigo) los niveles de AIA fueron pricticamente nulos en la
regién del epicotilo (Figura 2). En los tres tratamientos
con aplicacion de auxinas exdgenas, el epicotilo mostrd
un incremento caracteristico en los niveles endogenos de
AIA durante la iniciacion del enraizamiento (hasta el ter-
cer dia), y una disminucioén durante la emergencia de rai-
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ces (después del tercer dia). El incremento més alto de
AIA ocurri6 al tercer dia en el grupo tratado con AIB; en
contraste, el testigo mostré una disminucién en AIA, en
ambas mitades (superior e inferior) del hipocotilo, a los 3
y6d.
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Figura 2. Contenido de AIA (icido indolacético) en los segmentos de
epicotilo, mitad superior e inferior del hipocotilo a 1, 3 y 6 d después
de la aplicacion de tratamientos.

En general, los niveles de AIB fueron menores que los
de AIA (Figuras 2 y 3). La mayor concentracién de AIB
se registr6 en el epicotilo del grupo tratado con AIB, al
tercer dia (Figura 3). Hubo un ligero incremento de AIB a
medida que progresaba el enraizamiento, con la excepcién
del grupo tratado con AIB que lo incrementé mas al tercer
dia y lo disminuy6 drasticamente al sexto. Entre los tres
tejidos analizados, el epicotilo generalmente contenia los
niveles més altos de AIB.

Los niveles de AIA en las plantas tratadas con IAP
fueron menores que en las tratadas con AIA y AIB (Figu-
ras 2 y 3), aunque presentaron una tendencia similar (por-
que también aumentaron hasta el tercer dia y luego dismi-
nuyeron hasta el dia 6). En este mismo tratamiento con
IAP, los niveles de AIB mostraron un incremento hasta
alcanzar el mas alto valor (0.54 ng de AIB/g de tejido
fresco) en el epicotilo, al sexto dia. Los niveles de AIB en
los tres tejidos analizados durante los tres dias de mues-
treo, fueron menores que los correspondientes a los tra-
tamientos de AIA y AIB.

Actividad de AIA-oxidasa. La actividad de AIA-ox
(Figura 4) se incrementd hasta el dia 3 y disminuyé hacia
el dia 6, en los tres tratamientos con auxinas. El valor
mayor se registré al tercer dia con IAP. En contraste, la
actividad menor se encontr6 en el testigo, al primer dia.
En general, se observd que en los primeros 3 d la
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actividad de AIA-ox fue mayor en los tratamientos que
tuvieron el mayor enraizamiento. En las Figuras 1 y 4 se
muestra que todos los tratamientos que promovieron el
enraizamiento tuvieron mayor actividad de AIA-ox al ter-
cer dia, seguido de un decremento hacia el sexto dia, una
vez que las raices habian sido iniciadas. La actividad de
ATIA-ox en el grupo testigo se incrementd gradualmente
hasta el sexto dia, cuando ocurrié el inicio del enraiza-
miento adventicio.
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Figura 3. Contenido de AIB (acido indolbutirico) en los segmentos
del epicotilo, mitad superior e inferior del hipocotilo a 1, 3y 6 d
después de la aplicacion de tratamientos.
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Figura 4. Actividad de AIA-oxidasa en los 1, 3 y 6 d después de la
aplicacion de tratamientos.

El enraizamiento es resultado de eventos de induccién
y de regulacién metabdlica. Los niveles de AIA encontra-
dos en este trabajo son similares a los cuantificados en
estudios previos (Nordstrom et al., 1991; Pan y Gui,
1997). Los niveles de AIA mostraron una acumulacién
inicial y un decremento subsecuente, en tanto que la acti-
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vidad de AIA-ox se incrementd; estos resultados son simi-
lares a los consignados por Jarvis y Shaheed (1986) y Nag
et al. (2001). El aumento de AIA corresponde al estimulo
auxinico requerido para el primer estadio del enraizamien-
to.

Una posible explicacion del incremento en los niveles
de AIA observado en los esquejes tratados con AIA, es la
incorporacién de la auxina exdgena afiadida cuya absor-
cion pasiva pudo aumentarlos, aunque se ha reportado que
la mayor parte de las auxinas aplicadas son transformadas
a sus conjugados (Andreae y Wood, 1955; Woodward y
Bartel, 2005). De modo que el encontrar niveles altos en
su forma libre puede deberse a que la aplicacion de auxina
alterd una o méas de las vias que controlan su concentra-
cion.

En cuanto a los niveles de AIA detectados en los es-
quejes tratados con AIB, aunque la conversiéon de AIB en
AIA es posible (Bartel ef al., 2001; Srivastava, 2002), el
incremento de AIA en los esquejes fue mayor que la can-
tidad de AIB afiadido, lo que implica un cambio en el
control homeostatico del AIA en el que pueden participar
la sintesis, el transporte, la oxidacién y la conjugacion.
Jarvis y Shaheed (1986) encontraron resultados similares
en frijol mungo, y sugirieron que el aumento en la forma-
cion de raices adventicias y en el AIA enddgeno asociado
con la aplicaciéon de AIB se debe a una mayor transloca-
cioén basipeta de AIA, En cambio, Ludwig-Miiller et al.
(2005), al trabajar con Arabidopsis thaliana, sugirieron
que la mayor eficiencia del AIB sobre la formacién de
raices adventicias se debe a una interaccion entre el AIB
exogeno y el AIA enddgeno, que implica el transporte ba-
sipeto de AIA, segiin lo observado al aplicar TIBA que
inhibe el transporte de AIA.

La elevacion pronunciada en el AIA puede ser respon-
sable del mayor nimero de raices adventicias que se re-
gistrd en los esquejes tratados con AIB, aunque no se des-
carta que el AIB por si mismo actie directamente como
auxina y no a través de su conversiéon en AIA (Ludwig-
Miiller, 2000). Adicionalmente, el incremento de los ni-
veles endogenos de AIA y AIB con el tratamiento de AIB
(Figuras 2 y 3), mostré que la acumulacion de AIB libre
es mas lenta y de menor magnitud que la producida por
AIA; es decir, las concentraciones de AIB fueron meno-
res que las de AIA, pero tendieron a incrementarse. Estos
resultados son similares a los reportados por Ludwig-
Miiller et al. (1993).

Weisman et al. (1989) reportaron que después de 24 h
de la aplicacién de AIB a esquejes de frijol mungo, menos
de 20 % del AIB permaneci6 en forma libre y poco mas
de 50 % se conjugd con acido aspértico o con derivados
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de alto peso molecular, lo que puede explicar en alguna
medida los niveles més bajos de AIB libre encontrados en
este trabajo. Diversos autores han atribuido la alta capaci-
dad del AIB para inducir el enraizamiento, a su mayor
estabilidad quimica y a su menor oxidacién enzimética,
comparada con la del AIA (Ludwig-Miiller, 2000; Gaspar
y Hofinger, 1988). De acuerdo con esto, el nivel bajo del
AIB podria no resultar de su degradacién oxidativa sino
de su répida conjugacion y posiblemente de su baja pola-
ridad, que le produce un movimiento méas lento desde la
solucién hasta el tejido, con respecto al AIA.

En la AIA-ox se observd que la actividad total se in-
crementd en los primeros 3 d y luego comenz6 a dismi-
nuir, excepto en esquejes del testigo. Este resultado sugie-
re que el aumento de actividad es una respuesta a la apli-
cacién de auxina para controlar el exceso de auxina libre,
que puede estar regulada por el aumento de la concentra-
cion endégena del AIA. En la segunda fase la disminucién
en la actividad puede deberse al control por retroalimen-
tacion negativa, directa o indirecta, ejercida por productos
de la actividad enzimitica o por una o mas sefiales dispa-
radas por el aumento transitorio inicial de AIA. Una posi-
bilidad interesante es que las peroxidasas del apoplasto se
activaran al acidificarse las inmediaciones del tejido-
destino de las auxinas, al tomar en cuenta que las auxinas
inducen acidificacion del apoplasto (Robert et al., 2003),
y que existen peroxidasas con actividad de AIA-ox cuyo
pH 6ptimo es de 5 (Johri et al., 2005).

Los resultados aqui obtenidos confirman la reactividad
quimica del IAP, puesto que el compuesto sintetizado es
un éster de AIA que requiere menor energia de activacion
para esterificar el grupo carbonilo. Asi, esta molécula po-
dria ser transformada rapidamente a un conjugado de AIA
en presencia de agentes nucleofilicos, carbohidratos o
aminoacidos, con asistencia de enzimas como la recién
evidenciada en extractos de Pisum sativum L., que catali-
zan su sintesis a partir de aminoacidos como el aspartico,
que son los conjugados predominantes en dicotiledoneas
(Ostroski y Jakubowska, 2008). Es importante mencionar
que el tratamiento con IAP mostré la mayor actividad de
AIA-ox, lo que puede estar asociado con el hecho de que
los niveles de IAP mantienen un bajo pero constante des-
prendimiento de auxina libre. Por tanto, el sistema de de-
gradacion de AIA recibe una induccién constante por una
liberacién gradual, a partir de la forma conjugada. Es de-
cir, la degradacion lenta podria producir estimulos por un
periodo mayor, lo que resultaria en una estimulacién con-
tinua de enraizamiento adventicio. Es notable que la apli-
cacion del IAP promovié el mayor enraizamiento adventi-
cio sin que fuera acompaiiado, como ocurrid al aplicar
AIB, de un aumento comparable en los niveles end6genos
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de AIA (el aumento fue tan s6lo de 1.47 ng g* de tejido
fresco).

Este contraste puede ser explicado si, como reciente-
mente sugirieron Walz et al. (2008), las auxinas al conju-
garse con proteinas directamente o a partir de un derivado
activado, quedan dotadas de un grupo prostético cuya sig-
nificacién puede ir mas alla del papel de regulacién de los
niveles de auxina libre. También se podrian explicar por
la presencia de hidrolasas de conjugados auxinicos, como
las encontradas en Medicago truncatula (Campanella et
al., 2008), que de localizarse en las inmediaciones del te-
jido-destino facilitarian la liberacion del AIA a partir de
sus conjugados en zonas determinadas. La localizaci6n
puntual de las hidrolasas determinaria la elevacion de AIA
en regiones también muy especificas.

CONCLUSIONES

La aplicacién de IAP incrementa en forma significati-
va la induccién de raices en esquejes de frijol mungo, en
comparacion con auxinas libres como el AIA y AIB, sin
elevar significativamente las concentraciones de AIA o
AIB enddgenos. La aplicacion exdgena de auxinas induce
su acumulacién enddgena, principalmente en la region del
epicotilo durante la fase de iniciacion del enraizamiento.
La actividad de la AIA-oxidasa muestra un incremento en
su tasa de actividad al momento de la iniciacién del enrai-
zamiento, y disminuye gradualmente con la emergencia
de las raices adventicias.
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