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RESUMEN 

Las auxinas son hormonas vegetales empleadas en el enraízamiento de diferentes 
especies vegetales. Se han realizado diferentes trabajos empleando a las auxinas como 
agentes emaizadores, sin embargo, no se han realizado trabajos que involucren al 
metabolismo mitocondrial, como parte del mecanismo de accÍón de las auxinas. Por lo que 
en el presente trabajo se pretende caracterizar el efecto de 5 compuestos con actividad 
auxinica (AlA, ANA, AlB, 2,4-D Y DCP) sobre la respiración mitocondrial en hipocotilos 
de frijol mungo Vigna radiata como parte de su mecanismo de acción. Para llevar a cabo 
este objetivo se determinaron los parámetros cinéticos de la respiración, con electrodo de 
Clark, la absorción del cítocromo b por espectros diferenciales, la respiración del citocromo 
e con el donador de electrones TMPD especifico para este citocromo y la determinación del 
potencial de membrana con safranina. Los resultados muestran que los parámetros 
cinéticos de la respiración se modifican en forma poco significativa en presencia de los 
compuestos con actividad auxinica. Por otro lado las actividades parciales del citocromo b y 
citocromo e muestran efectos importantes a concentraciones muy elevadas; siendo el 
potencial de membrana interna mitocondrial el parámetro que se afecta de manera más 
importante, ya que 2,4-D, AIA, ANA Y AIB tienen efectos menos intensos pero 
significativos, mientras que el DCP abate los niveles del potencial generado hasta un 95 %. 
De lo anterior podemos concluir que el mayor efecto lo abservamos sobre el potencial de 
membrana interna mitocondrial, y que las auxinas AlA. ANA Y 2,4-D no muestran efectos 
significativos sobre la actividad del cito cromo b y citocromo c. Por último el compuesto 
con mayor actividad desacoplante es el DCP. 



1\1. INTRODUCCIÓN 

El ácido indolacético (AlA) fue la primera hormona vegetal usada en el 

enraizamiento por Cooper, en mil nuevecientos treinta y cinco. En el mismo año 

Zimmcnnan y Wilcoxon descubrieron que vanas auxinas sintéticas entre ellas el ácido 

indolbutírico AIB, también promovían el enraizamiento. Se han realizado varios trabajos a 

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

el número de raíces formadas al tratar estacas de plantas con auxinas (Alvarez et al, 1989; 

Bachelard y Stowe, 1963; Batten y Goodwin, 1978; Blakesley el al, 1991; Base el al, 1972; 

Eliasson y Arebald, 1984; Gorter, 1969; Haissig et al, 1992; Hartman y Kester, 1983; 

James, 1983a; Jarvis y Booth, 1981; Jarvis y Shaheed, 1986; Nordstr6m el al, 1991). Se han 

estudiado muchas sustancias que se comportan como auxinas como los ácidos, 

indolpropiónico (AIP), naflalenacético (ANA), benwfurano acético, díclorofenoxíacético 

(2,4-D) y 2 metil-4 c1orofenoxípropiónico (MCPP). El menos estable es el AlA (Bachelard 

y Stowe, 1963), el más efectivo para estimular el alargamiento, al menos en cereales, es el 

MCPP (Sánchez de liménez el al, 1981) y los que promueven con mayor eficiencia la 

fomlOcíón de raíces adventicías son el AIB y el ANA (Alvarez et al, 1989). Hasta ahora no 

se ha planteado una explícación con soporte experimental suficiente para conocer cómo las 

auxinas estimulan la fonnaci6n de raíces adventicias. Entre otras altemativas para 

aproximarse a este conocimiento, se han analizado las diferencias en la capacidad 

promotora en diferentes auxinas, la actividad de sistemas que influyen sobre la 

concentración de auxinas en diferentes tejidos (síntesis, degradación, conjugación, 

transporte), sin embargo, a pesar de que se ha demostrado en la respuesta de alargamiento la 

participación de ATPasas f!e protones que consumen ATP y en vista de que puede 

suponerse una relación entre los procesos que conducen a la fonnación de intermediarios de 

alta energía y los que demandan a estos intennediarios, como la multiplicación, arreglo y 

crecimiento de tejidos, en esta tesis se estudió la posible relación de ambos fenómenos a 

través de los efectos de cuatro auxinas y un compuesto fenólico sobre la respIración en 

mitocondrias aisladas. 
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IV. ANTECEDENTES 

IV.I Marco conceptual de auxinas 

Se ha propuesto que la mayor estimulación que promueven el AIB Y el ANA puede 

deberse a la car€ncia de una maquinaria enzimatica para su degradación, sin embargo, Riov 

y Epstein (1988) mostraron en Phaseo/us mungo* que las velocidades de degradación del 

AlA y el AIB son semejantes, aunque se encuentran diferencias en los productos que 

resultan de ésta. Peñalosa (1998) reporta que existe una auxína oxidasa en el apoplasto de 

hipocotílos de frijol mungo con una Km menor para el AlA Gon respecto ala de AIB. 

En cuanto a la biosintesis y distribución de las auxinas, se sabe que estas se 

producen en los ápices y son transportadas polarmente. en dirección basipétala (Eliassoll, 

1972) con gasto de energía, la mayor parte de ellas se mueve longitudinalmente, y sólo muy 

pequeñas cantidades son translocadas lateralmente. el aumento en la velocidad de transporte 

correlaciona con la promoción del crecimiento. En contraste, las auxinas aplicadas 

exógenamente se mueven principalmente en dirección acropétala, sin que para este 

movimiento exista gasto de energía, llevándose a cabo como resultado del movimiento del 

agua por la transpiración (Hoard el al, 1971). 

Las auxinas entran a las células porque son ácidos débiles lipofilicos permeables a la 

membrana (Sitbon y Perrot-Rechemann, 1997). El transporte transmembranal del AlA es 

además catalizado por acarreadores específicos de incorporación y de eflujo para aniones 

del AlA (que es la fonua más abundante en el citosol) (Goldsmith, 1977; Delbarre el al, 

1996). La proteína involucrada en el control del eflujo de auxinas es el receptor para el 

ácido naftilftalámico, que es una proteína integral (Bemasconí el al, 1996) y que se ha 

relacionado con el transporte polar de las auxinas a mvel de toda la planta, mientras que la 

función del acarreador de influjo es aún desconocida (Delbarre el al, 1996). 

*Exlstc Sinonimia de esta espeCie con Vigna radiata y Plzaseolus aureus 
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La polaridad característica del transporte de auxjnas resulta de diferencias en la 

actividad translocadora de AlAR y de AlA por parte de las regiones de membrana 

plasmática de cada extremo de las células que transportan esta auxina (Wilkinson y Morris, 

1994). Estas diferencias se atribuyen a la asimetría en la distribución de acarreadores que 

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

Las auxinas como el AlA nO se encuentran solamente en forma libre en las plantas, 

sino también en fonna de diferentes complejos que por cierto son extremadamente lábiles. 

La mayor parte del AIA producido en las plantas se encuentra conjugado en dos fonnas 

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 el al, 1996). Entre los conjugados pueden mencionarse: AlA 

unido a proteínas, AlA-glucosa, AIA-aspártico e indolacetamida, además, se reportan 

conjugados de AlB, AlP Y 2,4-D con el ácido aspártico (Thimann, 1965). 

IV.II Marco conceptual de mitocondrias. 

El número de mitocondrias por célula es relativamente constante y característico 

para cada tipo determinado de célula. Las células vegetales pueden llegar a tener cientos de 

ellas (Salisbury 1991). Las mitocondrias se hallan frecuentemente localizadas en las 

proxinlldades de las estructuras que precisan ATP, producto principal de su actividad 

bioquímica, o cerca de una fuente de combustíble, de la cual dependen. La membrana 

interna de las mitocondrias hepáticas contienen al menos 60 proteínas diferentes con 

actividad biológica, incluidas en un sistema de bicapa fosfolipídica. Entre ellas se 

encuentran las enzimas y proteínas del transporte electrónico, las enzimas implicadas en la 

sínteSIS de Arp, diversas deshidrogenasas, así como los componentes proteicos del sistema 

de transporte de diversos metabolitos (Moore y Siedow, 1991). 
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La figura 1 muestra un esquema del transporte electrónico de la cadena respiratoria 

el cual esta acoplado a la producción de energía que da por resultado la formación de ATP a 

partir de ADP y fosfato, a expensas del gradiente electroquímico generado por el transporte 

electrÓnico hasta el oxígeno. El transporte electrónico desde el NADH hasta el oxígeno es 

la fuente directa de la energía utilizada para la fosforilación acoplada del ADP. Existen tres 

zonas en la cadena en las que se producen descensos relativamente grandes de energía libre, 

cada una de los cuales es lo suficientemente grande corno para aportar la energía necesaria 

para la síntesis de ATP (Morre, el al, I 978). 

Para evidenciar la generación de un potencial que aporte la energía necesaria para la síntesis 

de ATP se utilizan colorantes como la safranina (Moore y Bonner, 1982). 

MATRIZ 
MITOCONDRIAL ADP+P, 

FIGURA 1.- Esquema general de la cadena respiratoria y el acoplamiento de la 

fosforilación oxidativa. 
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La reacción global para la fosforilación de la cadena respiratoria indica que el 

fosfato y el ADP son necesarios pata el proceso de transporte electrónico desde el NADH 

hasta el oxígeno. Cuando sólo falta ADP en el medio, la velocidad de respiración 

disminuye y no se produce fosforilación debido a la inexistencia del aceptor del fosfato, 

esta sItuación se conoce como Estado 4 de la respiración. Al añadir una cantidad conoci-da 

de ADP a este sistema, el consumo de oxígeno experimenta un incremento hasta un valor 

máximo; correlativamente, se observa que el ADP añadido se fosforita y rinde ATP, este 

estado recibe el nombre de respiración activa, o Estado 3. Cuando todo el ADP es 

fosforilado la velocidad de consumo del oxígeno desciende, y vuelve a la velocidad del 

Estado 4 (Dauce, el al, 1987). Figura 2. 

El Control Respiratorio es la relación entre la velocidad de respiración de la 

mitocondria en presencia de abundante ADP y la velocidad de respiracíón en ausencia de 

ADP. Esta relación puede ser elevada cuando las mitocondrias están intactas obteniendo 

valores mayores de 3. Cuando están lesionadas o envejecidas pierden su capacidad de 

fosforifar el ADP y la relación puede ser igual a 1 (Douce, i 987) Figura 2. La relacion que 

existe entre ADP/O es la medida del ADP fosforilado con respecto a la cantidad de oxígeno 

consumido, durante la fosforilación. 
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Figura 2.~ Trazo típico para la detenninación del efecto de los compuestos auxinicos sobre 

los parámetros respiratorios de Edo. 3, Edo. 4, ADP/O y eR. 

Los inhibidores juegan un papel importante en la [om1Ulación de las teorías de la 

fosforilación oxidativa, la elucidación de los transportadores electrónicos y la vía de 

generación de ATP. Los inhibídores se clasifican de la siguiente manera (Moreland~ 1980). 

a) Inhibidores del transporte de electrones. Se caracterizan por Su habilidad para 

interrumpir el flujo de electrones en algun punto de la cadena respiratoria, actuando en uno 

de los complejos (Rotenona, Amital, Antimicina, Azida entre otros). 

b) Agentes desacoplantes. Son bases o ácidos débiles hpofilicos, evitan la 

fosforilación del ADP sin interferir con el transporte electrónico promoviendo la disipación 

del gradiente de energía generada por el transporte electrónico) (Dinitrofenoles. 2~azido-4-

nítrofenoi y 2-nitro-4-azido carbonilcianuro). 
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c) Inhibidores de transferencia de energía. Los compuestos de este grupo inhiben el 

estado 3 de la respiración. Se considera que se combinan con un intermediarío que acopla la 

energía generada en la cadena con la síntesis de ATP. La oligomicina inhibe la síntesis de 

ATP por la unión en la subunidad Fo, de modo que interfiere con el transporte de H+ a 

través de Fa. 

d) Inhibidores desacoplantes. Estos actúan en varios sitios de la cadena respiratoria 

interfiriendo con la generación de ATP por la estimulación de la respiración en el estado 4 

con malato, succinato y NADH como substratos (Tetrametil-p-fenilendiamina ( TMPD ); 

l ,2,3-tiadiazolyl-fenilureas y algunos de los Ácidos fenoxialcano carboxílicos (incluyendo 

aI2,-4-DB)) (Moreland, 1980). 

A concentraciones apropiadas, los desacoplantes clásicos, impiden la fosforilación 

del ADP sin interferir Con el transporte electrónico. En general algún compuesto que 

promueve la disípacíón de la energía generada por el transporte electrónico, puede ser 

llamado desacoplante, este tipo de compuestos incrementan el consumo de oxígeno en 

mitocondrias altamente acopladas por la eliminación de la influencia reguladora 

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

Muchos factores pueden influenciar la respuesta de las mitocondrias vegetales. La 

fuente de la que se aislan las mitocondrias (especie, tejido y edad); la composición de la 

mezcla de reacción, el substrato oxidable, el solvente del inhibidor, la concentración final 

del solvente en la mezcla de reacción, y el tiempo que transcurre desde que se obtiene la 

muestra hasta que se utiliza (Moreland, 1980). 

Existe infonnación limItada sobre el efecto de los herbicidas y de compuestos con 

actIvidad auxínica en sistemas metabólicos a nIvel celular y molecular; en reacciones 

asociadas a cloroplastos, en respuestas mediadas por mitocondrias y con respecto a sus 

interacciones con la membrana. 
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lv,m Relación entre mitocondrias y auxinas 

En la actualidad la relación entre las auxinas y las mitocondrias ha sido poco 

estudiada, encontrando como antecedentes algunos trabajos realizados con compuestos 

auxínicos y herbicidas enlistados a continuación: el trabajo realizado por Malll1el1a, (1978), 

en el cual observan una inhibición de la NADH deshidrogenasa de la membrana externa 

mitocondrial de Solnallum tuberosum por el 2.4~Diclorofenoxiacético el cual tiene su efecto 

a niveles inferiores de 0.2 mM de NADH, mientras que al incrementar los niveles la 

actividad se recupera, Además el 2,4,5-Tric1orofenoxiacético también presenta un efecto 

inhibitorio en papa (Solanum tuberosum) y frijol mungo (Phaseolus aureus) y por otro lado 

cuando se aplica AlA no se observa el efecto de inhibición (Mannella, 1978). 

Roussaux, (1985), observó el efecto de varios compuestos derivados de adenina y 

algunas auxinas, como el ácido triyodobenzoico (TIBA), 2,4-D Y la cloro piridilfenilurea 

(CPPU), en la oxidación de succínato y malato en mitocondrias aisladas de tubérculos de 

p3pa fresca (Solanum tuberosum), encontrando que los derivados de adenina tienen un 

efecto inhibitorio a concentraciones de 5 a 10 veces menores que las auxinas en la 

oxidación de succinato, y sin cambios en la fosforilación, mientras que, con TIBA y 2,4-D 

disminuye la relación ADP/O. Ningún derivado de adenina muestra cambios en la 

oxidación de malato, en cambio las fitohonnonas muestran potente actividad inhibitoria, 

principalmente TIBA y eppu. 

Pireaux, (1990), observó el efecto que tienen dos compuestos herbicidas llamados 

inhibidores desacoplantes de la vía del transporte de electrones, sales de amonio (AACL 6) 

y un herbicida 2,4-D sobre mitocondrias de papa (So/aman tuberosum) vieja y fresca. Ya 

que las mitocondrías pueden ser un posible blanco de estos compuestos. Se observó el 

efecto de estos compuestos sobre el citocromo y la vía alterna, encontrando que está última 

mostró más resistencia a AACL 6 que la vía del cito cromo. En contraste el 2,4-D 

rápidamente puede inhibir la vía alterna. 
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Demos, el al (1975); examinó el efecto de 10 compuestos fenólicos sobre el 

crecimiento de hipocotilos y metabolismo mítocondriaI de frijol mungo (Phaseolus 

flurclls). Los ácidos tánico, p-cumaríco y gentísico ticnen un efecto inhibidor del 

crecimiento de hipocotilos, inhiben la respiración y disminuyen el control respiratorio, 

además de impedir la absorción de Ca2+ y el transporte de fosfato P03-. El ácido vanílico 

también inhibe el crecimiento de los hipocotilos y reduce la entrada de Ca2+ a la 

mitocondria, pero no afecta la respiración ni el control respiratorio. Este es el primer 

compuesto reporiado que inhibe la entrada de calcio a la mitocondria. Dos compuestos 

fenólicos (particularmente el ácido protocatéquico) no muestran un efecto significativo en 

el crecimiento de los hipocotilos y no afectan la fosforilación oxidativa. Existen 3 

compuestos (ácido ferúJico, ácido cafeico y ácido p-hidroxibenzoico) que promueven una 

reducción muy significativa en el crecimiento de los hipocotilos y algunos de ellos no 

inhiben los procesos que se llevan a cabo en las mitocondrias. En conclusión, los 

compuestos fenólicos que alteran la respiración en las plantas o en mitocondrias aisladas 

también inhiben el crecimiento de los hipocotilos. 

Morré, el al, (1995); observó la actividad de NADH oxidasa de vesÍCulas aisladas de 

membrana plasmatica de frijol de soya (Glycine max) y el crecimiento por alargamiento en 

segmentos de hipocotilos de 1 cm de largo, encontrando que estas variables fueron 

estimuladas por las auxinas AlA y 2,4-D. La estimulación inducida de la actividad de la 

NADH oxidasa y el crecimiento, fueron inhibidas por los reactivos de thiol N-etilmaleimida 

(NEM), p-cloromercuriobenzoato (PCMB), ácido 5,5'-ditiobis(2-nitrofenilbenzoico) 

(DTNB), ditiotreitol y glutation reducido, todos ellos agentes que bloquean grupos SH; 

además de que el NEM, PCMB y el DTNB no tienen efecto inhibidor sobre la NADH 

ox¡dasa. Con respecto al crecimiento, el 2,4-D lo induce y cn prctratamicntos con NEM, 

PCMB y DTNB es estimulado ligeramente. En presencia de ditiotreitol ° glutatión 

reducido, ambos ácidos, el AlA y 2,4-D pueden estmmlar e inhibir la actividad de NADH 

oxídasa según la concentración de cada una .. 
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Los resultados demuestran una diferencia fundamental entre el estímulo de la actividad de 

la NADH oxidasa por las auxinas y la actividad constitutiva de la NADH oxidasa, que 

sugiere la participación del sitio activo del tiol en el estímulo de la auxina pero no en la 

actividad constitutiva. 

Wilson, el al, (1991), realizó bioensayos con diferentes sustancias variando la 

concentración de catecol, fenol, ácido indol 3 butirico(AlB), mezcla de giberelinas (G), 

HCI, NaOH, polietilenglicol (pEG) y NaCI observando que a medida que aumenta su 

concentración inhiben la rizogénesis y tienen un efecto letal. Sin embargo, provocan una 

promoción de la rizogénesis del 90 a195 % a concentraciones bajas. 

Existen compuestos que actúan en combinación con las auxinas potenciando la 

respuesta, de ahí el tennino que se les da de sinérgícos. En estudios realizados con frijol 

nmngo, se ha encontrado que el requerimiento estructural para que un compuesto fenólieo 

estímule el enraizamiento. es que posea una sustitución orto- de grupos hidroxil y una 

posición para- libre-, Riov (1989), observó que el ácido 3,5-dihalo-4-hidroxibenzoico y el 

ácido 2,4-dinitrofenol incrementan de manera importante la fonnación de raíces adventicias 

en frijol mungo. Estos compuestos comparten con las auxinas la promoción de raíces 

adventicias, pero además actúan como desacoplantes de la respiración mitocondrial. El 

ácido 4-hidroxibenzoico estimula el enraizamiento a concentraciones elevadas, el 3.5-

dicloro-4-hidroxibenzoico tiene una actividad intennedia, mientras que el 3,5-díyodo-4-

hidroxibenzoico tiene una mayor actividad, estos dos compuestos estimulan el 

enraizamiento con y sin auxina. El ácido salíciIico tiene un efecto menor en la estimulación. 

En el trabajo realizado por Sánchez, (1996), se observa un efecto de inhibición de la 

velocidad del estado 3 al aplicar in vitro AlA y AIB. El AlB ocasiona una mayor 

disminución en la velocidad del estado 3 a una concentración delOO JlM. Al explorarse el 

efecto de las auxinas en la velocidad del estado 4 se obseIVa un incremento en el consumo 

de oxígeno. Reportando a estas auxinas como inhibidores de la respiración en el estado 3 y 

desacoplantes de la respiración en el estado 4. 
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De acuerdo a los antecedentes mencionados y ante la falta de estudios que 

proporciOnen evidencia de la relación entre el metabolismo mitocondrial y la acción de las 

auxinas en la estimulación de la fonnación de raíces, en el presente estudio se pretende 

caracterizar el efecto de AlA, AlB, ANA, 2,4-D Y el 2,4-Diclorofenol (DCP) sobre los 

componentes de la cadena respiratoria en mitocondrias aisladas de frijol mungo (Vigna 

radiata). 
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V. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar el efecto de AlA. AIB, ANA, 2,4-D Y DCP sobre la respiración 

mitocondrial de fiijol mungo (Vign~ radiata) in vitro. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

-Detenninar el efecto de ArA, AIB, ANA, 2,4-D Y DCP sobre la respiración en 

estado 3, la respiración en estado 4 y la fosforilacíón oxídativa. 

-Detenninar el cfecto sobre el Citocromo b mediante el análisis de espectros 

diferenciales. 

-Determinar el efecto sobre el Citocromo e mediante el donador de electrones 

TMPD. 

-Detenninar con safranina el potencial transmembranal en mltocondrias para 

observar el efecto desacoplante y la generación de la energía necesaria para la síntesis de 

ATP 
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VI. MATERIALES y METODOS 

VI.I GERMINACIÓN Y OBTENCIÓN DE PLANTULAS 

Se desinfectaron semillas de frijol mungo (ViglJa radiata) con hipoclorito de sodio 

al 4% durante 30 minutos. Se lavaron varias veces con agua destilada y se mantuvieron en 

agua corriente durante 24 h. Se gemúnaron en una palangana de 50 x 40 cm, con 5 cm de 

espesor de agrolita saturada con agua destilada durante 72 h. a 30 oC en obscuridad. 

VJ.II OBTENCIÓN DE FRACCIÓN MITOCONDRIAL 

Se aislaron las mitocondrias por el método de Bonner, (1967) con algunas 

modificaciones. Se retiraron las plántulas de la agrolíta, obteniéndose los hipocotilos y 

desechando la raíz cortando a 1 cm por debajo del nodo cotiledonar. Se homogeneizaron 

100 g de hipocotilos durante 8 seg en una licuadora con 130 mi de medio de 

homogeneizado (el cual consistió de: Manitol 0.3 M; EDrA 2 mM; Cisteina 4 mM; BSA 

0.1 % Y PVP insoluble 0.1 % a pH 7.4). El homogeneizado se filtró a través de 5 capas de 

gasa ajustando el pH a 7.4 con TRISMA, el filtrado se centrifugó en centrifuga refrigerada a 

4'C, a 1,500 x g. durante 10 min, posteriormente se desechó la pastilla y el sobrenadante se 

\'olvió a centrifugar a 12,100 x g. durante lO min, seguido de esto se desechó el 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió con 2 mI de medio de lavado (el cual consistió de: 

Manitol 0.3 M; EDTA I mM; BSA 0.1 % a pH 7.4) se llevó a un volumen final de 25 mi 

para centrifugarlo a 9,800 x g durante lO min, finalmente todas las pastillas se 

rcsuspendieron en un volumen total de 1.5 mI de medio de lavado constituyendo ésta la 

fracción rnitocondrial. La concentración de proteína mitocondrial se determinó por el 

método descrito por Bradford (1976), utilizando albumina de suero de bovino (BSA) como 

estándar. 
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VI.III DETERMINAClON DE LA RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL. 

El consumo de oxígeno se siguió polarográficamente con un electrodo Clark, a 30° 

e con agitación en la celda de 200 rpro. Los estudios de respiración se realizaron 

empleando 0.9 mI de medio de reacción conteniendo: Manitol 0.3 M, KH2P04 10 mM, 

MgC12 5 mM y KCl 10 mM, pH 7.2 TRISMA (Bonner, 1967). Al medio de reacción se le 

adicionaron de 400 a 600 ~g/ml de poteina mitocondrial, 400 ¡¡M de NADH, y 100 flM de 

ADP. 

El efecto de las auxinas sobre el transporte de electrones mitocondriaI, fue analizado 

en los estados respiratorios 3 y 4, titulando con AlA, A1B, ANA, 2,4-D Y DCP en un 

intervalo de concentración de 100 a 500 ~M. 

VI.IV OBTENCIÓN DE ESPECTRO DE ABSORCION DEL CITOCROMO h 

La obtención del espectro del Citocromo b se llevó a cabo de acuerdo al método 

descrito por Douce el al, (1978) con algunas modificaciones las cuales se describen a 

continuación. Se trazó una linea basal del citocromo en estado oxidado posteriormente se 

adicionaron 400 J.1M de NADH para reducir al cHocromo y obtener el espectro reducido en 

medio con: 1 mI de glicerol, 1.5 mI de medio de reacción para mitocondrias anterionnente 

descrito, 0.7 mi de fracción mitocondrial (de 280 a 420 ¡¡g/ml) 30 fll de antimicina A a una 

concentración de 500 /lg/ml de etanol para quedar a una concentración final de 5 ~g mI-l. 

Para observar si los compuestos tuvieron un efecto sobre el citocromo b estos se aplicaron a 

una concentración final de 166.6 JlM, El citocromo b fue sometido a un barrido de 400 a 

600 nm en un espectrofotómetro de doble haz Perkin-Elmer modelo Lambda 2. 
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VI.V DETERMINACIÓN DE LA DE RESPIRACIÓN DEL CITOCROMO e 

Para la obtención de la velocidad respiratoria del Citocromo e, se siguió 

poi aro gráficamente en electrodo de Clark . El medio de reacción para llevar a cabo la 

reacción fue el mismo que se empleó para determinar los parámetros cincticos de la 

respiración, sólo que en este caso no se adicionó el NADH como sustrato ni ADP como 

agente aceptor del fosfato sino que solamente se agregaron al medio de reacción, las 

mitocondrias y TMPD como el donador de electrones para el Citocromo e a una 

concentración de 10 11M. 

VI.VI DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL TRANSMEMBRANAL CON 

SAFRANINA. 

Se colocaron en una cubeta 2.5 mI de medio de reacción para mitocondrias 

anterionnente descrito y se adicionó rotenona 1 JlM Y safranina 16 JlM. El trazo se inició 

con la adición de las mitocondrias quedando a una concentración final aproximada de 400 a 

600 Ilg de Prot. ml-', se esperaron 5 minutos para que las mitocondrias consumieran los 

substratos endógenos, y se adicionaron 400 ¡tM de NADH, se esperó a que se fonmara el 

potencial, posteriormente se adicionaron 300 11M de ADP para promover la utilización del 

potencial por la ATP sintetasa; una vez que el potencial se recuperó, se adicionó CCCP a 

una concentración final 1 11M para colapsar el potencial y obtener la absorbancia mínima. 

Los compuestos auxinicos se adicionaron despues de la fonnación del potencial por la 

adicón de ADP. Los cambios en el potencial transmembranal se reportaron como un 

potencial generado en mV (d\jl) (Moore, y Bonner, 1982). Lo anterior se realizó con un 

espectro fotómetro de doble rayo AMINCO DW 2000 con una primera longitud de onda de 

511 nm y una segunda de 533 runo 
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VII RESULTADOS 

En el presente trabajo se evaluaron los parámetros cinéticos de la respiración en 

mitocondrias intactas; y la actividad parcial del citocromo b y citocromo c. Los resultados 

que a continuación se describen. fueron seleccionados como experimentos tipo representativo 

de un mínimo de 1 ensayos y en los casos donde se indique se muestran como el promedio de 

las repeticiones realizadas. La descripción y discusión de estos resultados hace enfasis en el 

efecto comparath'o entre las auxinas evaluadas. 

En la gráfica 1 podemos observar que el efecto producido sobre la velocidad de 

consumo de oxígeno en estado 3 por Jos cinco agentes evaluados muestran un 

comportamiento constante, donde la tasa de respiración na registra variaciones significativas 

en el intervalo de concentraciones de O a 500 JlM. En particular el 2,4-D no modifica 

significativamente la tasa de respiración en Edo. 3 hasta 400 ,uM, por encima de esta 

concentracíón se registra una disminución de 13 % sobre la velocidad. Por su parte el AlA, 

AIB Y ANA no ejercen modificación alguna sobre el Edo. 3 aun a concentraciones de 500 

~M. Finalmen!e, el DCP tiene un efecto inbibidor sobre la velocidad del Edo. 3, 

disminuyendo de 122 a 94 nmoles 02/min. mg Prot. a 100 ~M que representa un descenso de 

22.95 %. 
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Grafiea ].- Efecto de los compuestos sobre el estado 3 de la respiración, la aplicación de los 

compuestos está descrita en la parte métodologica. 
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En relación al efecto de las auxinas sobre el Edo. 4 se puede observar (gráfica 2) 

que existe una tendencia general de incrementar la tasa de consumo de oxígeno pasiva. El 

compuesto que presenta el mayor cfecto es el DCP, ya que como se muestra en la gráfica se 

incrementa la velocidad en un 338.4 % de O a 500 ~M; por su parte el AlA estimula de 33 a 

79 nmoles de O/mino mg Prot. (139.4 %) a 500 pM. Finalmente el AlE, 2,4-D Y ANA 

registran un incremento en la respiración de 35.71 a 43.65; de 35.71 a 47.62 y de 45 a 68 

nmoles de OVmin mg Prot. lo que representa un 22.2, 33.35 Y 51 % para cada compuesto 

respectivamente. 
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Grafiea 2.- Efecto de los compuestos sobre el estado 4 de la respiración. Los resultados 

mostrados proceden de un experimento, sin que existan diferencias significativas con 

respecto a lo obtenido en cualquiera de los 2 ensayos realizados. Las escalas a izquierda y 

derecha buscan facilitar la comparación de los efectos de los diferentes tratamientos. 
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En relación a la evaluación del efecto de las auxinas sobre el control respiratorio, a 

continuación se presentan los resultados obtenidos. En primer lugar se debe mencionar que 

los registros iniciales de control respiratorio caen en un rango que es satisfactorio tomando 

en cuenta la integridad mitocondrial que se espera en extractos de plantas (C.R= 2 a 2.5). 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con la ligera disminución de la 

velocidad del Edo. 3 y el marcado incremento de la tasa de consumo de oxigeno en el Edo 4 

el control respiratorio se abate significativamente para la cinco auxinas evaluadas. En la 

gráfica 3 se puede observar que el valor más bajo del control respiratorio se registra con el 

tratamiento de DCP, el cu.1 disminuye el C.R. de 2.6 a 0.52 (80 %) a una concentración de 

200 ¡tM; por su parte el 2,4-D disminuye el C. R. de 2.1 a 1.33 (36.6 %) • un. 

concentración de 500 ¡tM, el AIB también reduce el C. R. de 1.8 • 1.5 (16.6 %), el ANA de 

2.4 a 1.67 (30.4 %) y el AlA de 2.5 a l.0! (59.6 %). 
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Grafica 3.- Efecto de los compuestos sobre el control respiratorio (C.R. ) 
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En relación al efecto de las auxinas sobre Ja relacion ADP/O (gráfica 4) se observa 

una tendencia general a mantener constante sus valores en presencia de los 5 tratamientos y 

en el rango de concentraciones evaluadas de O a 500 11M. Como se puede observar en la 

gráfica 4 los valores de la relación ADP/O oscilan entre 1.5 y 2 moléculas de ATP 

producidas por cada atomo de oxígeno reducido. Dado que los experimentos son 

mdependientes, no se parte de un valor inicial único de relación ADP/O para todos los 

casos, por lo cual las variaciones entre experimentos o entre tratamientos, estan dadas por el 

diferente origen de la muestra, sin embargo. en los diversos experimentos se aprecian las 

mismas tendencias, al variar la concentración de cada agente. 
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Grafica 4.- Efecto de los compuestos sobre la relación ADP/O 

20 



En los resultados referentes al posible efecto sobre el citocromo b, por los 

compuestos con actividad auxínica, como se ilustra en la gráfica 5. Se obtiene que no existe 

disminución de ninguno de los picos del citocromo b al aplicar estos compuestos, esto 

sugiere que ninguna de las auxinas ejerce su efecto sobre esta enzima, Al comparar cada 

espectro diferencial en presencia de las auxinas y el DCP no se registran diferencias 

realmente significativas en la presencia o intensidad de los picos) 10 cual sugiere que no 

Intervienen en la reducción del citocromo b. Al observar la gráfica con los espectros 

nolamos que existen diferencias en la absorbencia de cada espectro, esto probablemente se 

debe a la concentración de proteína mitocondrial, ya que todos los experimentos son 

independientes. La concentración de honnona que se utilizó para cada uno de los espectros 

fue de 500 JlM 
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Gráfica5.- Efecto de los compuestos auxinicos sobre los espectros 
de absorción del citocromo b 
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El estado de oxidorreducción del cito cromo b puede registrarse a través del patrón 

de absorbencia en ciertas regiones del espectro. En particular, en los intervalos de 551.5 a 

570 y de 419 a 439.1 en la gráfica 6 tenemos los valores calculados de área bajo los picos 

cn el rango de 551.5 a 570.2 mn para el pico 1 y de 419 a 439.1 mn para el pico 2 del 

citocromo b, a los diferentes tratamientos probados Estos valores de área fueron 

calculados con el programa de PE ( Lambda 2 l. 

Para el caso del pico 1 no se observan diferencias significativas, lo que sugiere que 

los compuestos probados no tienen efecto sobre este pico. Para el caso del pico 2 se observa 

que si existen diferencias entre el AlA y el control (NADHl, y entre el 2,4-D y el control. 

Sin embargo, las variaciones que exísten dentro del control hacen que se aprecia que las 

variaciones debidas a los tratamientos no son significativas y de acuerdo a los espectros 

obtenidos se observa más claramente que no hay diferencias. Cabe mencionar que los 

resultados de esta gráfica resultan del promedio de 2 ensayos para cada compuesto y para el 

control. 

NAOH 

_ PICO 1 ( 551.5 A 570.2 nm ) 
_ PIC02(419A439.1 nm) 

AlA AIB ANA 2,4-0 OCP 

COMPUESTOS AUXINICOS 

Gráfica 6.- Efecto de los compuestos sobre el Citocromo b. En esta grafica se observan los 
valores de área calculados con el programa WinLab. 
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En relación al efecto de las auxinas sobre la actividad del cito cromo e, los resultados 

obtenidos como se muestran en la gráfica 7 indlcan que las interacciones más importantes 

se dan con el Dep, el cual disminuye en un 50 % la actividad del citocromo y por otro lado 

con el AlE el cual estimula la actividad del cito cromo en un 80 % a 500 ~M. Por su parte el 

AlA y el 2,4-D disminuyen en 10 % la actividad del citocromo mientras que el ANA la 

estimula en 10 %. 
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Gráfica 7.- Efecto de los compuestos sobre el cito cromo c. 
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De todos los parámetros cinéticos y de activldad parcial de las enzimas evaluadas, el 

que mayor efecto registra es el potencial de membrana. Como se puede observar en la 

gráfica 8 los compuestos AlA, ANA Y 2,4-D disminuyen el potencial de membrana de 

95.46 a 5\.47 eló '1' mV (46.04 %); de 89.16 a 5\.47 eló '1' mV (46.77 %) y de 78.02 a 

5\.47 el Ó'l' mV (3\.45 %) respectivamente a una concentración de 66.6 ~M. Por otro 

lado el AIB lo disminuye de 82.78 a 53.06 el ó'l' mV (35.91 %) a una concentración de 

66.6 ~M y a una concentración de 333.3 ~M lo disminuye de 82.78 a 46.32 eló '1' mV 

(44.1 %). El Dep es el compuesto que tiene la mayor capacidad desacoplante como lo 

muestra el gráfico, ya que a una concentración de 66.6 ).1M lo disminuye un de 92.72 a 

43.15 eló '1' rnV (53.5 %) y a una concentración final de 333.3 ~M el potencial generado 

prácticamente tiende a cerocon Un valor final de 5.07. 
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Gráfica 8.- Efecto de los compuestos sobre el potencial de membrana generado durante la 
respiración. 
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Vlll DISCUSION 

Para explicar el mecanismo de acción mediante el cual las auxinas llevan a cabo su 

efecto de inducción rizogénica, se han propuesto diferentes teorías que describen su 

participación a nivel de la regulación de la expresión génica, regulando al metabolismo y 

modlfícando el transporte a través de membranas. No obstante la dependencia de energía en 

fonna de ATP para cualquiera de los procesos mencionados arriba, no existen suficientes 

evidencias que pennitan involucrar al metabolismo mitocondrial como un punto primario 

de interacción de auxinas para llevar a cabo su efecto (Peñalosa, 1999; Peñalosa el al, 

1996). Por lo cual en el presente trabajo se evaluó el efecto de las auxinas AlA, AlB, ANA, 

2,4-D Y DCP sobre la respiración mitocondrial. Para evaluar dicho efecto se registraron los 

parámetros cinéticos de Edo. 3, Edo 4 C. R. y ADP/O; así como las actividades individuales 

del cito cromo b y citocromo e, adicionalmente se detenninó la [onnación y disipación del 

potencial de membrana en las mitocondrias intactas. 

En reportes previos se indica una ligera interacción de auxinas como 2,4-D AlA Y 

AIB con el metabolismo mitocondrial, sin embargo, una descripción amplia considerando 

mayor cantidad de compuestos con actividad auxinica y una evaluación más especifica de 

los efectos era necesaria. 

En general se puede resumir de los resultados obtenidos que los parámetros 

cinéticos de la respiración se modificaron en forma poco significativa en presencia de las 

auxmas, así mismo las actividades parciales del citocromo b y cítocromo e sólo mostraron 

efectos importantes a concentraciones elevadas. Por otro lado se observa que el parámetro 

que se afectó de manera más importante es el potencial de la membrana interna 

rmtocondrial, donde los resultados indican que el DCP abate hasta niveles de cero el 

potencial generado, mientras que las auxinas AlA, AIB, ANA Y 2,4-D tienen efectos menos 

intensos pero muy significativo~. 

En particular el Edo 3 de la respiración, como se puede observar en la gráfica 1 no 

registró cambios sígníficativos en presencia de las auxinas, solamente una disminución 

menor se registró con 2,4-D a concentraciones de 500 }1M, esta disminución no puede 

considerarse como un efecto especifico de la hornlOna ya que la concentración empleada 

esta por arriba de los niveles necesarios para que ejerza su efecto en plantas íntegras; un 

efecto similar de inhibición ya había sido reportado para el 2,4-D en mitocondrias de papa 

(Pireaux, 1990). 25 



En cuanto al efecto de las auxinas sobre la respiración en Edo 4, como se puede 

observar en la gráfica 2, el incremento en la respiración que muestran todos los tratamientos 

podría ser explicado por una interacción especifica de las hormonas sobre el sistema 

multienzimático de las mitocondrias, ya que en las condiciones de reposo del Edo 4 no hay 

presencia de ADP lo cual pennitiría acoplar el transporte de electrónes asociado al consumo 

de oxígeno con la síntesis de ATP. En otras palabras el Edo 4 de la respiración nos indica 

un transporte electronico pasivo el cual puede ser debido a poca integridad en la membrana 

o disípacipación inespecifica del gradiente. Por 10 cual ninguna de las auxinas ni el DCP 

tuvo efectos significativos sobre la actividad del citocromo b o en el citocromo c. 

Por otro lado la disminución encontrada del control respiratorio en presencia de las 

auxinas y el DCP como se puede observar en la gráfica 3 puede ser explicado por la acción 

conjunta de estas sustancias sobre los estados 3 y 4 disminuyendo la actividad del primero y 

aumentando la del segundo. Cabe enfatizar que este es el comportamiento carácteristico de 

un inhibidor-desacoplante. Este comportamiento inhibidor-desacoplante ya había sido 

previamente documentado para auxinas y herbicidas (Moreland, 1980). 

En cuanto a la relación ADP/O, ésta no sufrió variaciones significativas ya que su 

calculo se ubica en la fase activa de la respiración, es decir, en el estado 3 y como ya se 

había discutido arriba las auxinas no presentan efectos significativos sobre este estado. 

Por otro lado al evaluar las actividades del citocromo b y e aplicando hfA, 2,4-D Y 

ANA no mostraron cambios significativos, aun a concentraciones de 500 liM, que son 

consideradas muy por arriba de los niveles fisilógicos. No obstante lo anterior, el efecto 

posible de estas sustancias, es mucho menor que el encontrado para el cianuro que a 

concentraciones tan bajas como 0.5 J.1M es capaz de inhibir al citocromo e en 100 %, 
mientras que, las concentraciones necesarias para que estos compuestos variaran la 

actividad del cítocromo fue de 500 !1M. 

Dado que el volumen de mitocondrias obtenidas a partir de un volumen de ISO mI 

de tejido correspondia a 1.5 mI y ya que el ensayo supone diluir 1:10 las rnitocondrias, Se 

tiene una modificación de la concentración de mitocondrias en un factor de 10. De esta 

foma considerando que no se vea afectada la relación [hormona]/[mitocondrias], se 

esperaría que una concentración de auxinas 500 ¡.rM 10 veces mayor que la que tiene 

efectos fisiológicos) fuera capaz de afectar la población de moléculas de citocromo que 
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también resultaría en las condiciones de ensayo 10 veces más concentración que en una 

situación fisiológica. En este orden de ideas no puede despreciarse el efecto estimulante del 

AIB a 500 ~M sobre la actividad del citocremo c ni el efecto del DCP inhibitorio a 

concentraciones de 500 JlM sobre la actividad del citocormo e más aún si de forma 

sistemática, se logró una mayor disminución en su actividad mientras se incrementó la 

concentración de O a 500 ~M. 

El AIB mostró un comportamiento bimodal sobre la actividad del citocromo e 

sugiriendo la existencia de 2 sitios posibles de interacción, lograndase mayores efectos 

estimulantes de actividad en el sitio con mayor afinidad, en vista de que la concentración 

1 00 ~M fue la más efectiva, y a 500 ~M logró la mayor estimulación despues de ella. 

El efecto más importante en el presente trabajo fue el potencial de membrana interna 

mitocondrial; como se puede observar en la gráfica 8 con una concentración de 66 11M las 4 

auxinas evaluadas y el DCP disminuyeron en más del 50 % el potencial generado y en 

particular el DCP abatió totalmente el gradiente. Este comportamiento desacoplante 

concuerda con los resultados obtenidos en cuanto al incremento de la actívídad respiratoria 

en Edo 4 y pueden ser explicados en términos de la naturaleza ácida que tienen todos los 

compuestos evaluados. La forma de acción de estos compuestos puede ser esultado de un 

proceso dinámico de equilibrio ácido-básico entre la región más concentrada de protónes y 

la menos concentrada. En otras palabras los compuestos podrían atrapar un protón en el 

espacio intennembranai disminuyendo asi su polaridad y pasar a la matriz mitocondrial 

donde las condiciones notablemente más alcalinas inducirían su disociación fonnando la 

base conjugada correspondiente. El ciclo descrito arriba puede repetirse de forma continua 

hasta disipar totalmente el gradiente. El presente trabajo refuerza lo reportado por 

Roussaux, (1985) en mitocondrias de papa en vista de que se encuantran efectos similares 

sobre la perturbación del potencial de membrana con 2,4-D. 

De acuerdo a lo mencionado anterioffilente las auxinas mostraron su efecto sobre la 

respiración mitocondrial de una forma inespecífica, ya que el estado respiratorio más activo 

(Edo 3) y las actividades de las enzimas no se afectaron sígníficatívamente, a diferencia de 

lo anterior las etapas más pasivas CEdo 4) se afectaron significativamente y son 

dependientes de la concentración. 
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Finalmente la participación de los fenoles en el mecanismo de acción de las auxinas 

ha sido discutido previamente en función de su interacción con la ruta de degradación del 

ácido indol-3-acético, donde intervienen actuando como antioxidantes a través de la 

remoción del peróxido de hidrógeno necesario para la Ínactivación del AlA; así como su 

asociación con la inhibición del crecimiento de hipocotilos en plantas intactas (Demos, 

1975). En el presente trabajo se documenta una función adicional de los fenoles dentro del 

mecanismo de acción de las auxínas donde estos actuan como inhibidores-desacoplantes 

interfiriendo la síntesis de ATP. Las implicaciones que podría tener este efecto de 

abatimiento de los niveles de ATP, hasta el momento no pueden ser explicados con certeza, 

sin embargo, existen propuestas incipientes que indican algún tipo de vínculo con la 

actividad y función de ATPasas en diferentes compartimentos celulares que a su vez 

mantienen niveles iónicos y de polaridad necesarios para la acción auxinica; asímismo el 

abatimiento de los niveles de ATP puede interferir con la tasa óptima de conjugación de 

AlA dependiente de ATP~ sin embargo, el esclarecimiento de estos vínculos demanda 

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

La dimensión en que resultan afectados fenómenos como la formación de raíces 

adventicias al aplicar sustancias como las que se examinaron en este trabajo 

(partjculannente AlB y ANA) no corresponden con el más débil efecto sobre parámetros 

respiratorios como el que se constató sobre el potencial de membrana interna mitocondrial; 

lo anterior sugiere que la posible relación de la respiración mitocondrial con el proceso de 

activación que las auxinas promueven en la formación de raíces adventicias, no representa 

un rol central en el proceso; en todo caso, puede corresponder a un papel complementario a 

una vía principal que sea promovida por estas auxinas, como podría ser el que se 

disminuyeran los potenciales transmembranales para modular el transporte selectivo de 

ciertos iones. 
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CONCLUSIONES 

Del análisis y discusión de los resultados del presente trabajo se desprenden las 

siguientes conclusiones: 

El principal efecto de las auxinas avaluadas sobre la respiración mitocondríal es la 

disipación del potencial de la membrana interna mitocondriaL 

Las auxinas AlA, ANA Y 2,4-D no muestran efectos significativos sobre la actividad 

del citocromo b y c, mientras que el AIB facilita la oxidacción del citocromo c con TMPD y 

el DCP la dificulta. 

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