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Introducción. 

Se dice con frecuencia que la demanda mundial de 

productos agrícolas se incrementará en los próxi~0s a

ños, tales pronósticos no se alejan de la realidad si 

se toma en cuenta que hay un creciente aumento de la p~ 

blación y por consecuencia, demanda de productos agríe~ 

las. Esto aunado a las mermas a la agricultura por pla

gas y enfermedades en países subdesarrollados como ~éxi 

co, trae como consecuencia que haya desequilibrios en 

la economía, tales como: la importación de alimentos bá 

sicos; la pérdida de recursos por parte de los agricul

tores al ser dañados los cultivos; la escasez de alime~ 

tos que influye en su encarecimiento y en el deterioro 

del nivel nutritivo de la población (Ondarza, 1981). 

La propagación vegetativa de especies agrícolas, 

contribuye en gran medida a la domesticación y mejora

miento de éstas,ya que: 

l. Tiene el potencial para incrementar el rendimiento 

en cualquier seneración. 

2. Por medio de la propagación clonal,se pueden multi

plicar y seleccionar caracteres derivados de los 2e

nes aditivos y no aditivos. 
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3. Los c l ones s eleccionados se pueden mantener como ban 

cos de germop lasma. 

4. Las i n te r a cciones y las covarientes genéticas y am-

biental e s pueden estudiarse eficientemente. De igual 

fo r ma, se p u e de estimar el rango de variabilidad de-

bido a l comp onente ambiental. 

5. Lo s c l ones s e leccionados artificialmente,pueden em-

p l ear s e e n p lantaciones comerciales. 

6 . Los p r o Ee ni t o r es genéticamente uniformes, se pueden 

multipl i c a r a g ran escala. 

( Vill a lobo s, 7horpe y Yeung; 1983) 

( El méto dc t racicional de propagación vegetativa es 

el estacado , é s t e h a permitido obtener grandes cantida-

des d e materi al ve g etal y en menor tiempo en compara-

ci ón c on la p r op a g a ción por semilla (Bengochea y Dodds, 

1 983 ) . ) 

( La i nd i..:cc i é n de raíces en explantes de cultivos in 

vi tro , es u n ; t.: :-. t o c ruc ial en cualquier proceso de micr~ 

p r.opa G, a c ión ~· 19 81: citado por Mato, et. al.; 

1 92 8 ) . ) 

( Las ~ n ve s~ ~ t ac i ones acerca de los mecanismos impl! 
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3. Los clones seleccionados se pueden mantener como bag

cos de germoplasma.

4. Las interacciones y las covarientes genéticas y am-

bientales pueden estudiarse eficientemente. De igual

forma, se puede estimar el rango de variabilidad de-

bido al componente ambiental.

5. Los clones seleccionados artificia1mente,pueden em-

plearse en plantaciones comerciales.

ó. Los progenitores genéticamente uniformes,se pueden

multiplicar a gran escala.

(Villalobos, Thorpe y Yeung; 1983)

<tl método tradicional de propagación vegetativa es

el estacado, este ha permitido obtener grandes cantida-

des de materia; vegetal y en menor tiempo en compara-

ción con la propagación por semilla (Hengochea y Dodds,

1eeo}.i
5 La inducción de raices en explantes de cultivos in

vitrcìes an ¿naco crucial en cualquier proceso de micro

propagación G å§åE¢ 1981: citado por Mato, et. al.¡
i

...-I-i fl to to ~¬_.fl

( Las Lnvestiïaciones acerca de los mecanismos impli
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cadas en la formación de r~íces adventicias (secunda-

rias) permitirán superar los problemas de este tipo de 

propagación, aumentando sus rendimientos. 

Hay diversos factores que contribuyen a la forma-

ción de raíces adventicias como son: azúcares (Uohinder 

y Nanda, 1981¡ Greenwood y Berlyn, 1973), sustancias ni 

trogenadas (Iwasaki y \leaver, 1977) y una gran cantidad 

de sinergistas auxínicos (Basu, .et. al., 1973; naissig, 

1974; i·lohinder y Nanda, ~·cit.). Así, en explantes de 

frijol mungo (Phaseolus aureus Roxb.) el boro y las vi-

taminas D2 y D3, tuvieron un efecto promotor en la for-

mación de raíces y cuando se aplicaron junto con AIA (á 

cido indol acético) este efecto fue aún mayor (sinergi~ 

mo) (l.Jiddleton, ~· al.¡ 1978; Jarvis, et. al. 1983, 

1984; Jarvis y Yasmín, 1985). 

/ ~ Las auxinas son reconocidas como un factor muy im-

portante en la formación de raíces adventicias (Eaissi g , 
· - - - ··-~---·~ 

1S70). Sin embargo, existen reportes de especies donde 

aún cuando la aplicación de auxinas sea en dósis ópti-

mas, las estacas no forman raíces o lo hacen muy limita 

damente (Danbal y Nanda,, 1981) Por lo que 

se supone que compuestos diferentes de auxinas son nece 

cados en la formación de raíces adventicias (secunda-

rias) permitirán superar los problemas de este tipo de

propagación, aumentando sus rendimientos.

Hay diversos factores que contribuyen a la forma-

ción de raices adventicias como son: azúcares (Hohinder

y Nanda, 1981; Greenwood y Berlyn, 1973), sustancias ni

trogenadas (Iwasaki y weaver, 19??) y una gran cantidad

de sinergistas auxinicos (Basu,.ÉE. al., 1973; Haissig,

1974; Hohinder y Manda, cit.}. Asi,en explantes deDLD II'

frijol mungo (Phaseolus aureus Roxb.) el boro y las vi-

taminas D2 y DS, tuvieron un efecto promotor en la for-

mación de raices y cuando se aplicaron junto con Ala (É

cido indol acético) este efecto fue aún mayor (sinergia

mo) (Hiddleton et. a1.; 1975; Jarvis et. al. 1983,
I.

198§; Jarvis y Yasmin, 1955]. É

ñ Las auxinas son reconocidas como un factor muy im-

portante en la formación de raices adventicias ibaissig

1970). Sin embargo, existen reportes de especies donde

aón cuando la aplicación de ausinas sea en dósis ópti-

mas, las estacas no forman raices o lo nacen muy limita

damente (banaal y Hands, 1951] . Por lo que

se supone que compuestos diferentes de auxinas son nace

l'¬I
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sarios para la formación de raíces adventicias, tales 

como: compuestos fenólicos (Pefialosa, 1980).~ 

Los fenoles son compuestos que aparecen de forma 

natural en las plantas, están ampliamente distribuidos 

en el Reino Vegetal, exhibiendo una gran variedad de e~ 

tructuras: desde compuestos simples de un anillo aromá-

tico sencillo,hasta complejas sustancias poliméricas 

(Wong, 1973). 

Se han probado distintos compuestos aplicados ex6-

genamente a varias especies vegetales, mostrando activl 

dad de reguladores del crecimiento vegetal (Gemas, et. 

al.; 1975). 

Algunos compuestos fenólicos actúan de forma simi-

lar a las auxinas en lo que se refiere a enraizamiento 

(James y Thurbon, 1981a). 

Se cree que éstos pueden ejercer su acción rerula~ 

do el nivel endógeno de auxinas, ya que la aplicaciér. 

de éstas induce únicamente la iniciación de raíz er. te-

jidos donde las células estan predispuestas a lz. ci::=-

renciación, pero sin causar la diferenciación 

(Haissig, 1974). Una vía por la cual los fenoleE ~uecer. 

ejercer su acción es por medio de la inhibici6n o 2u~er. 

sarios para la formación de raices adventicias, tales

como: compuestos fenólicos [Peñalosa, 19do}.É_

Los fenoles son compuestos que aparecen de forma

natural en las plantas, están ampliamente distribuidos

en el Reino vegetal, exhibiendo una gran variedad de es

tructuras¦ desde compuestos simples de un anillo aromá-

tico sencillo,hasta complejas sustancias poliméricas

fiwong,-19?3}.

Se han probado distintos compuestos aplicados esd-

genamente a varias especies vegetales, mostrando activi

dad de reguladores del crecimiento vegetal (Demos, et.

al.;19?5}. -

algunos compuestos fenólicos actúan de forma simi-

lar a las ausinas en lo que se refiere a enraiaamientc

(James y Thurbon, 198la}. I

Se cree que éstos pueden ejercer su acción regulefi

do el nivel endógeno de ausinas, ya que la aplicación

de éstas induce únicamente la iniciación de raic en te-

jidos donde las células estan predispuestas a le dife-

ii FD '1 u ftrenciación, pero sin causar la diferenciación ¿_

(Haissig, l9?d}, Una via por la cual los fenoles puecen

ejercer su acción es por medio de la inhibición o sumen
1-
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to de la oxidación de AIA (ácido indol acético) por en

zimas con actividad de AIA oxidasa, el efecto parece d~ 

pender de la estructura molecular ya que ciertos ortodi 

fenoles inhiben la actividad de oxidasa, mientras que 

determinados monofenoles la favorecen (Lee, et. al.; 

1982). 

Algunos estudios reportan la implicación de com

puestos fenólicos (tales como: floroglucinol, hidroqui

nona, y florodizina así como sus productos de degrada

ción) en sinergismo con auxinas en la promoción de raí

ces en estacas de manzana M9 y r-126 in ~ (James y 

Thurbon, 1979; James, tlightyThurbon, 1980; James y 

Thurbon, ~· cit.). 

La importancia del FG (floroglucinol) ha sido esp~ 

cialmente estudiada en estacas de manzano cultivadas in 

~. observándose que éste tiene un efecto promotor 

en la formación de raíces (Janes y Hat[ield, 1S7G; Ja~ 

mes y Thurbon, 1981b; Zirnmerman, 1984). 

! En explantes de manzano, más del 90~~ de tallos en

raizaron con una combinación de AIB (ácido inC.ol butír~ 

co) y floroelucinol (Welan~er y Huntrieser, 1981). 

En la literatura existen otros estudios que demues 
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tran que el efecto promotor del floroglucinol no es es

pecífico de especies de Malus sp. (manzano). Este efec

to se ha observado en híbrido de Rubus (James, 1979) y 

en el género Prunus (Jones y Hopgqod, 1979; Nosella, et 

al.; 1980, citado por Mato,~' cit.). 

Hay evidencias de que el floroglucinol promueve la 

formación de raíces adventicias en see;mentos de i1ipoco

tilos de frijol mungo (Phaseolus aureus noxb.) a la co~ 

centración que lo hace el AIA (ácido indol acético), e~ 

to durante las primeras fases de diferenciación (r:oreno, 

1985), Además hubo un aumento en la cantidad de proteí

nas y compuestos fenólicos, en hipocotilos de Glicine 

max y callo de Prunus ~. respectivamente (Feuch y 

Schmid, 1980; Zurfluh y Guilfoyle, 1980 y 1982). 

Por lo anterior el presente estudio pretende: 

-Establecer si el floroglucinol promueve la rizoge

nesis en cultivo de callo de frijol munco, (?~aseo 

~ aureus Roxb.) y contrastar la respuesta c:Cteni 

da en callo con la que se observa en ~i;occ~ilcs. 

-Determinar si la actividad de oxidasa del &ciéo in 

dol acético en extractos de callo correlacicna con 

•j 

tran que el efecto promotor del floroglucinol no es es-
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la de extractos de hipocotilos. 

-~x~lor2r si el efecto de la aplicaci6n de floro

~lucinal in vitre a los extractos con actividad 

de oxid8sa del &cido indol ac~tico explican los 

efectos sobre la capacidad rizogEnica. 

7 

la de extractos de hipocotilos.

-Zxplcrar si el efecto de la aplicación de floro-

glocinol in vitro a los extractos con actividad

de oxidasa del ácido indol acético explican los

efectos sobre la capacidad rizogénica.

T



Material y métodos. 

l. Obtención y desinfestación del material vegetativo 

Se utilizaron semillas de frijol mungo (Phaseolus 

aureus Roxb.) las cuales se obtuvieron de fuente comer

cial, éstas se desinfestaron con alcohol al 70% por 30 

segundos e hipoclorito de Sodio al 20% por 20 minutos, 

se lavaron con agua corriente 24 horas y fueron germin~ 

das a 27~ en la oscuridad. 

2. Bioensayo 

Pasados 7 días, las plántulas se lavaron con agua 

destilada y se decapitaron asépticamente 1 cm. por deba 

jo de los cotiledones y 1 cm. arriba de la primera raíz. 

Los hipocotilos (de 7 cm. de longitud) se utilizaron pa 

ra los diferentes tratamientos. 

Los tratamientos consistieron en FG ( floro [ lucinol 

1x10-3 y 1x10-5M (en solución acuosa) y el control (a

gua destilada). Los hipocotilos se pusieron en tubos de 

vidrio lXlO cm., 5 hipocotilos por tubo con 4 ml. de so 

lución, cubriendo de 4 a 4.5 cm. de su zona basal. 

Se utilizaron 40 hipocotilos por tratamiento; ces-
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pués de 24 horas con el tratamiento, los hipocotilos se 

lavaron y mantuvieron con agua destilada por 7 días, p~ 

sados los cuales se contaron las raíces (~odificado de 

Hess, 1961). 

Posterior al conte6 de raíces, .se procedi~ a real! 

zar el extracto por tratamiento para medir la actividad 

de la oxidasa del AIA (ácido indol acético). 

3. Medio de cultivo 

Se utilizaron las sales minerales del medio ~ura

shige y Skoog (1962) complementado con los componentes 

orfiánicos del medio modificado de \/hite (citados por 

Boll y Lian, 1970) y diferentes concentraciones de re

guladores de crecimiento (auxinas, citocininas) en a

rreglo factorial con el fin de determinar la ;aejor com

binaci6n para la formaci6n de callo. 

El medio de cultivo se distribuy6 en frascos de vi 

drio de 125ml. (Gerber) en cantidades de 20 ~l., se ta

paron perfectamente con papel aluminio y se esterilizó 

en autoclave a 1.05 kg./cm? de presi6n por 20 minutos. 

4. Desinfestaci6n del material vegetativo 

Las plántulas de 7 días, se lavaron con agua desti-
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binación para la formación de callo.

El medio de cultivo se distribuyó en frascos de ví

drio de 125m1. (Gerber) en cantidades de io ml., se ta-

paron perfectamente con papel aluminio y se esterilizó

en autoclave a 1.05 kg.ƒcm3 de presión por EG minutos.

d. Desinfestación del material vegetativo

Las plántulas de T dias,se lavaron con agua desti-

-'1"'.
'I-Í



CUADRO 1 

Na 

I 

L..-

2 i 
! 

~ 

L....--....; 

3 :¡ 
i-----0 

' 
i 

: 

! 
~1 

4 1 

5 

SALES MINERALES [E MURASHIGE Y SKOOG, 
UTILIZA~ EN LA INDUCCION CE CALLO DE 
HIPOCOTILO [E FRIJCl... MUNGO 

( Phaseolus auretJS Roxb.) 

R E ACTIVOS ( ~/I ) 

NITRATOS 

NH4 N03 1, 650 

kN03 1, 900 

SULFATOS 

MgS0
4

• 7H 2 0 370 

MnS0 4 . 3H 2 0 22.3 

ZnS04 7H2 O 8.6 

CuS0 4 • 6H2 O o. 025 

HALOOENOS 

cae 12 2H 2 O 440 
-·----

KI 0.83 
----- -

CoC l 2 6H 2 O 0.025 

PO" 4 
BO. 

3 Mo04 

KH 2 P04 170 

H
3 

803 6.2 

Na 2 Mo04 • 2H 2 0 0.25 

Na Fe EDT14 

FeS0 4 7H 2 O 27.8 
---------

Na 2 EDTA 37. 3 

CUADRO 1

No

SALES MINERALES EE MURASHIGE Y SKOÉ
UTILIZADAS EN LA INDUCCION E CALLO
HIPOCOTILO EE FRIJG_ MUNGO

( Phaseolus wreus Roxb)

REAcT|vos ( mg/1)

fi NITRATQS É  Q _
¦!
¦¡
¦|

2

NH, No, 1, eso
I mo, El I A 1, son A

I__  

I
1"-

SULFA TOS!%_...___ __ _ _L L
msn; 71-|,o 370
Mnso,'- 3H,o'_- 22. 3

--n__....-._ __p__?

1
ZnSCI.,` TH; U 3.5

1.-.¿._....|

.L

3Íã
ceso; si-I, c c. ces

'I' Hntoszuos M M
cucn, ' Jan, o 440í

; I

KI 0.83
'L

c«:›c|,' sn, o 0.025
..,I

4.. Po; eo_,' mo, E El
Iì

KH, Po., I El E A mo A
1-4,50, 6.2

1
I Nu, m0,' 2H,o o. za
ll

5.. No Fe EDT2
I_+|5e“so,' ?H,o E 27.8

É! m1,' EDTÁEE I 37.3 _'



CUADRO 2 

COMPONENTES ffiGANICOS DE WHITE, 
UTILIZADOS EN LA INDUCCION DE -
CALLO CE HIPOCOTILO DE FRIJOL 
MUNGO. 

( Phaseolus aureus Roxb.) 

Mio in0'3itol - -----------

Glicina 

Acido L-gl~támíco---------

Acido L- uspártico ---------

Ribof lavina - - ------ ---

Tiamina HCI ---- - - - -----

Acido nico ti'nic o-----

Piridoxal HCI ------ - ---

Cloridrato de colina-- - - ----

FJntotenato de calcio-------

Nicotinamida 

G 1 JL.Jm ·inJ ( l) - - --------

Ureu -

As¡:ür 'Jqina ( L) --- - - - ---

Allcn in J S04 

VitJl'Piru E12 - ------------

Aciuo fÓlico --- -- -- - ----· 

200 (mg/I) 

6 

50 

50 

0.1 

0.4 

100 

50 

25 

5 

0.0015 

1 

AJu•J UE: coco ---- -- -- 150 ml/I 

Agur- ugur --- -- - 8, 000 

SacaDc;\J __ ----- - - -------- - - - ---201 000 

CUADRO 2

COMPONENTES CRGANICOS DE WHITE,
UTILIZADOS EN LA INDUCCION DE-
CALLO CE HIPOCOTILO DE FRIJOL
MUNGO. `

( Phcseolus aureus Roxb.)

Mio inositol . 200(rng/II
Gli cinc --- e - _ 6
Acido L-gl-.›to'mico- - 50
Acido L-csodrtìço 50
Rìboflovino---- --- _ - O.L
Tìomìno HCI~ - - I

Acido nicotfnico- ~ _ te 0.4
Pìrìdoxol HCI ¬» --S I

Clorìdroio de Cotino- A - I

F-Jmotencto de colcìo-› ~ _ I
Nicotìnomìdo - -_ _ I
GL.n.1m`m-J IL] - › IOO

Urea - - -------- - -- '50
Asporuqino ( L I ---- - - 25

Au-.=nìnJ S04 , __ _ ----- 5
Vit1n¬`|r~o Em i-.._----.-..-. -_ _. -_ ---_ O_CI)I5

Acido fólico -- -- - -- -- ------------¬~ I

Aguoue coco _ - - --L --- --- L I5O mi/I
Agur-cgur ----- - -- - 8,000
S-aceras-*1 _ .¬_-. .__--_----__ -_ -20,000



laca y se decaoitaron asépticamente 1 cm. por debajo de 

los cotiledones y 1 cm. arriba de la priMera raíz, se 

llev.s.ron al 8.rea de flujo laminar para su desinfesta

ción. Los hipocotilos se colocaron en una caja de Petri 

estéril, la cual contenía una solución de hipoclorito 

de Socio al -"~~ durante 15 minutos¡ transcurrido ese 

tieGpo se en:uasaron con agua destilada estéril para p~ 

ra c:ui té:r resiciuos que pudieran quedar en el tejido; 

posteriormente se colocaron en alcohol etílico al 70% 

dur<:.nte :. riL1Uto, se hicieron 3 lavados con agua esté

ril y se escurrieron perfectamente. 

5. Corte y siembra del material vegetativo 

Concluir'a la desinfestación se procedió a fragmen

tar el ':ejic'.o en sesmentos de 1 cm. aproximadamente pa

ra ser c'.eposi~ados en los frascos con medio de cultivo, 

se ser;;tréiron 2 segmentos por frasco. Posterior al corte 

y sier~!J~?-. cie .~ada segmento, las tijeras y pinzas utiliz~ 

da;o. ''e ,·c:.-:.er< .eren en alcohol y se flamearon. Los fras

cos se ~antuvieron en laboratorio a 26 ! 6 ~,a un foto 

per!o~G ~e :e ~oras. 

lC 

lada y se decapitaron asépticamente 1 cm. por debajo de

los cotiledcnes y l cm. arriba de la primera raiz, se

llevaron al área de flujo laminar para su desinfesta-

ción. Los hipocotilos se colocaron en una caja de Petri

estéril, la cual contenia una solución de hipoclorito

de Sodio sl ¿H durante 15 minutos; transcurrido ese -

tiempo se enjuagaron con agua destilada estéril para pa

ra cuitsr residuos que pudieran quedar en el tejido; -

posteriormente se colocaron en alcohol etílico al 70%

durante 1 minuto, se hicieron 3 lavados con agua esté-

ril y se escurrieron perfectamente.

5. Corte y siembra del material vegetativo

Concluida la desinfestación se procedió a fragmen-

tar el tejido en segmentos de 1 cm. aproximadamente pa-

ra ser depositados en los frascos con medio de cultivo,

se sembraron E segmentos por frasco. Posterior al corte

y siembra de :ada segmento,las tijeras y pinzas utilizg

das se ¿umer:Lercn en alcohol y se flamearon. Los fras-

cos se mantuvieron en laboratorio a 26 E ó'É,a un foto

periodo de id Horas.

1€



6. Tratamiento de los callos 

Los tratamientos consistieron en medio de cultivo 

modificado; sustituyendo el agua de coco por 150 ml. de 

agua destilada (Dix y Van Staden, 1S82), complementado 

con AIA (ácido indol acético) y FG (floro[lucinol) a 

las siguientes concentraciones: 

AIA 1x10-6¡; 

5x10- 6r: 

FG 1x10- 5r1 

1x10-4 i·'. 

1x10--=n 

1:nc-;:\; 

El lote control consistió en callos en medio nutri 

tivo sin reguladores. La unidad experimental consisti6 

de un callo por frasco, y se tuvieron 10 repeticiones -

por tratamiento 

7. Actividad de la oxidasa del AIA 

~xtracción. 20 f • de callo por tratamien~o y 20 E· 

de hipocotilos de frijol m\lngo (Phaseolus é.urel;s :\ox~,. ;, 

se homogenizan por separado en un mortero con ¿e ffil. Ce 

11 

B. Tratamiento de los callos

Los tratamientos consistieron en medio de cultivo

modificado; sustituyendo el agua de coco por 150 ml. de

agua destilada (Bix y Van Staden, 1982], complementado

con ala (ácido indol acético) y FG (floroglucinol) a -

las siguientes concentraciones:

six ixio-An
sx1o*5n
1x1o* _?ás

Fc 1x1o'5s
1x1o'óx
1x1o“5c
ixlcrés

El lote control consistió en callos en medio nutrì

tivo sin reguladores. La unidad experimental consistió

de un callo por frasco, y se tuvieron id repeticiones -

por tratamiento

T. Actividad de la oxidasa del Ala

Extracción. EG g. de callo por tratamiento y FC g.

de nipocotilos de frijol mungo (Fhaseolus aureus doxn.L

se homogenizan por separado en un mortero con ¿C ml. de

11



medio de extracci6n que contenía una concentraci6n fi-

nal de: manitol.3~; cisteína 4mf!; PVP insoluble 0.1%; 

albú1;-:in2. (e suero de bovino 0.9~S; EGTA 2ml:. 

~l ~omosenizado se filtr6 en gasa (8 capas), ajus-

tanC:o el '.)!' 2 7.4 con trisma base y HCl, se centrifug6 

a 1L7r ~s. por 10 minutos, se descart6 el precipitado y 

el sohren~~ante se centrifug6 a 12062 gs. por 10 minu-

tos (2onr.er, : G7). 

sobrenadante y se utilizó el mismo día 

para valorar actividad de la oxidase del AIA en el 

extracto. 

Se ~repar~ron 6 tubos por duplicado por extracto 

de los ~ipocot~los tratados (como se indica en el no. 2 

ce ·ac:erié.l y :Ptodos) con FG ix10-5r¡ (HD), 1::10-3¡; 

(í'.C) y s~:ua c"f:"tilada (IIE). Adicionalmente, se realizó 

un extr';cct:c ,ie :allo y otro de hipocotilos obtenidos de 

un ~er~ina~o .~ 7 días (HA). 

12 

··--

medio de extracción que contenía una concentración fi-

nal de: manitol T; cisteina 4mH; PVP insoluble ü.1%;o L1 Pifl

albúmina te suero de bovino 0.9%; ESTA Emü.

Él nomogenizado se filtró en gasa (S capas), ajus-

tando el pH a T.A con trisma base y HCII se oentrifugó

a lc?? ¿s. por lo minutos, se descartó el precipitado y

el sobrensdante se centrifugó a 12üó2 gs. por 10 minu-

S1 ~:| '--_.-F Itos (Ionner, if

Se tomé el sobrenadante y se utilizó el mismo dia

para valorar la actividad de la oxidasa del AIA en el

extracto.

Se srepar ron d tubos por duplicado por extracto

de los nipocotilos tratados (como se indica en el no. 2

U1
*Í I-1

DJ
I-_-Ide “aterisl p ;étodos} con FG lïlü” (HD), 1110* ' -

(HCE y agua destilada (HE). adicionalmente,se realizó

un extracto de ¿ollo y otro de hipocotilos obtenidos de

un rerminado ne T dias (HA).
¬.._

12



!Jo. FG MnCl2 Extracto AIA DCF* Buffer 
fosfato 

Tubo lOmM .05mM .lmg/ ml . 05ml·l 50mM pH 5.7 

l. O.Ol(m~0 . 05(ml) 0.2 ( ml) 0,74 

2 0 . 01 0.05 0.2 0.2 0 . 54 

3 0.01 0.05 0.2** 0.2 0 ,54 

4 0.05 0.2 0 .75 

5 0.05 0.2 0.2 0.55 

6 0 . 05 o "** • c. 0.2 0.55 

7 0.05 0 . 2 0.2 0.05 o. so 

8 0.01 0.05 0.2 0.2 0.05 0 .4S 

*2,4diclorofenol 

** inactivados (se agregan 2rnl. de reactivo ~e Salkows-

ki,antes de incubar) 

Los tubos se incubaron por 20 minutos a 3C ~ con 

a g itaci6n, transcurrido este tiempo s e a[reEarcn 2 ~ l. 

de reactivo de Salkowski por tubo. Después de 15 rai nu-

tosse rnidi6 la absorbancia de las muestra s en espectro-

fotometro SP 8-1 00 ?ye unican a 530 nm. 

Comnosici6n del reactivo cte Salkowski: 

lml. FeC1 2 s~; P/V se llev6·a 50ml. con é-!CL.: al 25' . 

( TR l110r, et. a l.; 1 985) 

No. FG HnC12 Extracto AIA DCr Buffer

Tubo 10mM .ü5mM .img/ml .05mH ãümfi pH 5.7

1. o.o1(m3o.o5(m1)

2 0.0

3 0.01

¿L __..

5 _..

E; _...

7 ..._

8 0.01

1 0.05

ü.Ú5

U.ü5

U.G5

Ú.G5

0.05

0.55

*2,4dic1orofenol

0.2 (ml) --

0.2

O.2**

0.2

0.2

U.2**

0.2

0.2

0.2

H
¡L

11-

0.2

0.2

OIE

_:-1

1-

'Il-III

1-.I

-u_u

II-III'

G.ü5

0.2 O.ü5

fosfato

0.74

G.E4

U.5¿

0.75

CII Ú L-"I 'Lfl

U.É5

0.50

O.¿§

Ií ï 
“-1-

** inactivadoa (oe agregan Eml. de reactivo oe Salkowa-

ki antes de incubar)

Los tuboa Se ìncubaron por EO minutos a EO'É con

agitación, tranacurrido este tiempo ae agregaron E al

de reactivo de Salkoweki por tubo. Después oe 15 mino*

tosse mioìô la abaorbancia de las mueetrae en espectro-

.¿"' , f¬ ' ,¬. I_"_' 1iotometro aE B-100 Pye unicam a ac@ nm

Comnoaicion cel reactivo de Salkowaki:
 

(Talwar, et. a1.; iåt

lml. FeC13 8% FIV ae llevó a 50m1. con HC1¿ al 359.

- ¬ 15)

¬':
J-1-r



Resultados. 

El medio de cultivo que contiene las proporciones 

adecuadas de auxina/citocinina para inducir la forma-

ción de callo es de 0.5mg/l de 6 furfurilaminopurina y 

2 mg/l de ácido 2,4 diclorofenoxiacético (medio de cul-

tivo C2, ver cuadro 3). El callo se identificó como p~ 

quef;os agregados de células no organizadas y se formó 

en un lapso de 20 días. 

El tratamiento de los callos con AIA (ácido incol 

, ) -6 -6 -5 acetico lXlO M, 5Xl0 M, lXlO M; y FG (florogluci- -

nol) 1Xl0-5N, 1Xl0-4M, 1Xl0-3N, lXl0- 2~ no permitió la 

formación de raíces en ningún caso. 

I Por cada 0.2 rnl de extracto se observó un incrernen 

to mayor al dohle de la actividad de oxidasa del AIA en 

callo, y mayor a 5 veces por cada mg de proteína con 

respecto a los extractos de hipocotilo (ver figuras 1, 

2 y 3). 

No se encontró relación entre la actividad rte oxi-

dasa del AIA y la presencia o ausencia de ~e; (?,4 di-

clorofenol) (el cual es un cofactor de la actividad (e 

la oxiéasa del AIA de la peroxidasa de rábano, Lee; 

1S77) (ver figura 1). 

Resultados.

El medio de cultivo que contiene las proporciones

adecuadas de auxinafcitocinina para inducir la forma-

cion de callo es de U.5mgƒ1 de 6 furfurilaminopurina y

2 mg/1 de ácido 2,4 diclorofenoxiacëtico (medio de cul-

tivo C2, ver cuadro 3]. El callo se identifico como pe

dueños agregados de células no organizadas y se formo

en un lapso de 20 dias.

El tratamiento de los callos con AIA (acido indol

acético) 1x1o'5n, sx1o'6M, 1x1o'5m; y Fo fiflcrcgluei- -
_ -A -3. -2.nel) 1x10 5d, 1x1o M, ixio n, ixic a no permitió ia

formación de raíces en ningún caso.
.ff ,

E Por cada 0.2 ml de extracto se observo un incremen

to mayor al doble de la actividad de oxidasa del ¿IA en

callo, y mavor a 5 veces por cada mg de oroteína con -

respecto a los extractos de hipocotilo (ver figures 1,

2 Y 3).
Ho se encontró relacion entre ia actividad de oxi-

dasa del AIA y la presencia o ausencia de DC? (?,fl di-

clorofenol) (el cual es un cofactor de la actividad ce

la oxidasa del AIA de la perosidasa de råoeno, Lee; -

1577? (ver figura 1){

-Il I
-_ -u

1.

I ¬¬



No se encontraron diferencias al medir la activi

dad de la oxidasa del AIA en presencia ó ausencia de FG 

in vitre (figuras 1 y 2). 

La interpretacion de los resultados mencionados 

con respecto a la actividad de la oxidase Gel AIA se co 

rroboro por mecio ele un análisis de varianza trifc1cto

rial (Reyes, 1982), encontrándose que hubo ciferencias 

significativas con una P<.01 entre la actividnc: de lE o

xidasa del AIA de los extractos de callo e ~ipocotilo; 

los otros dos factores (FG y DCF) así ccffio las posibles 

interacciones resultaron no siEnificativas c cn una P> 

.Cl. 

Se reprodujo el experimento realizaco por T'oreno -

(.9_2. cit.) y se corroboró c¡ue efectivar-.ente el ?C J.~:1(}:' 

y 1x1c-S;: promueve la forr~&ción de rníccs en hipccot i-

los de ~rijol muneo ( Ph aseolus aureu~ Roxb.). Cuenco -

los resultados del nómero de raíces ~or~a~as ~o r trPta 

miento se so~etiercn a un an~lisis de varianza (Caniel, 

19 8 2), con una PL,C,01, se encontraron d iferenci2s coi:::ni 

ficativas entre el lote co~trol (ap,ua destilad2), ?C 

l Xlc- Jn y FG 1J(1 0 -S;1. Al aplicar una cc.r;paro.c i ón (j (; ·e-

No se encontraron diferencias al medir la activie

dad de la oxidasa del AIA en presencia d ausencia de FG

in vitro (figuras 1 y 2).

La interpretacion de los resultados mencionados -

3-.- If--Í'.'1¬'con respecto a la actividad de la oxidasa del se co

rroboro por medio de un análisis de varianza trifacto-

rial (Reyes, 1982), encontrándose que hubo diferencias

significativas con una P€.G1 entre la actividad dele o-

xidasa del AIA de los extractos de callo e nipoootilo;

los otros dos factores (FG y DCF) así como las posibles

interacciones resultaron no significativas ocn una Pie

.G1.

1' . . ..¿ Se reprodu¿o el experimento realisaoo por loreno -
-3

'¡_.I Mi -1 .-I Ci I'(on. cit.) v se corroooro que efeotivarente el FG _

y 1HlC“”ï promueve la formación de raíces en hipocoti-

los de frijol mungo {Phaseolus au ` Hoxb.). Cuando ~FEUS

los resultados del número de raices formadas por tratš

1'L1 I'-1 T5 p. 'ID' |....Imiento se sometieron a un análisis de varianxa

1982), con una P¿$.U1, se encontraron diferencias sijni

ca vas ent e e ote c n ro afua desti a a TG -fi ti tr 1 1 t o t l C L t 1 d },

3*1510- Y FG 1319-33. al aplicar una comparacion de fe-

I I'-'
.1-

-L. 1.1'



c::..é~S 
( '!""'\'-~":"" 
\ ~-J. J..._. ~ ce ';:'ukey) (Durán, ~· al.; lSBC), se encon-

tré c:uF: el i.'l..1 

la ~roDoción de raíces ée hipocotilo y los 

f~eron diferentes con respecto al control.) 

.o ;,u~o c~iferencias en la actividad de la oxidasa 

c'.estilé-.-'.c (~~B) y el extracto de hipocotilos de ~err:iin&-

nos c:e 7 .,í2.s (EA) (Fizura 4), 

lG 

¬ r ¡-.,..¬_ _'.-4-1 H. ¬. _ _
'I--'duff-I`|_.J' ¡_ u.-|"¬'\ H ra-Im ÍTuxeyì (Durán,

Í1

':I.f¬| 11.! |_¬-J' 11que el ,o ixld L tuvo un mayor efecto cuert "'S ['_`±\

,_
II *rn f1ï-.'1-¢.-.._i.. _. en la

ios, fueron diferentes con respecto al control

'¬1 C1

|
1

)

§l.; 1985), se encon-

promocidn de raices de hipocotilo y los

f Ho hubo diferencias en la actividad de la oxidasa

del AI; entre los extractos de ninccctilos tratados con
I- rn

±:|¿_ 1,.:¡ ¡- Pfur. -
,_ ¦.'_ 1.. I. I' ¿_

íestìledr (HB) y el extracto de hipocotilos de germina-

dos de 7 dias (HA) (Figura ¿}. .

'J (HD), FG iïlü V (Hd), hipocotilos en agua -

|._.| G1



CUADRO 3 

11 MEDIO 11: CULJIVO ADECUADO 
PARA lf'DXIR LA FCRM.tt;IOO CI 
CALLO 11: H lrocOTll.O 11: FRl.Xl 
MUNGO (Phasrolus ooreus Roxb. ) 

Ci = COMBINACION OC o y b. 

e 

e 4 e 5 e 6 

e 7 es e 9 

MEDIO DE CULTI\,() COWl.EMENTAOO CQ\J DIFERENTES 
CONCENTRACIONES DE REGULADOOES l:IL CRECIMIENTO 
VEGETAL 
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Discusión. 

( Los tejidos muestran necesidades específicas en lo 

que se refiere a reguladores de crecimiento, éstas pue

den variar de especie a especie o incluso entre varieda 

des (González, 1986). 

Boll (~. cit.) probó diferentes medios de cultivo 

para determinar el más adecuado para inducción de callo 

de frijol común (Phaseolus v.ulgaris); él encontró que -

el máximo rendimiento de éste lo obtuvo con lo que lla

ma medio Ml el cual contiene las sales minerales de ~u

rashige y Skoog, (cuadro 1) y los componentes orgánicos 

de White (cuadro 2). Se reprodujo este experimento y -

se observó la formación de callo de (~. vulgaris), así 

que este estudio proporcionó las bases para lograr indu 

cir la formación de callo en frijol mungo (Fh aseolus ~ 

reus Roxb) variando únicamente las pro!)orciones auxina/ 

citocinina, formando lo que se conoce como "cuadro de a 

jedrez" (González, comunicación personal). 

Hay diversos estudios que reportan al FG (floroEl~ 

cinol) como promotor de la formación de raíces a concen 

traciones de 1x10-3 y 1Xl0..:.4M en ¡,íalus sp., en Rubus y 

en el género Prunus. (James yThurbon, ~· cit.; Jones y 

hlatfield, op. cit.; James,~· cit.; J ones y Hop g oo d , -
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que se refiere a reguladores de crecimiento, estas pue-

den variar de especie a especie o incluso entre variada

des (Gonzáles, 1985). `

Boll oit.) probó diferentes medios de cultivo_i"""\›_?
para determinar el más adecuado para inducción de callo

de frijol común (Phaseolus vulgaris): él encontró que ¬

el máximo rendimiento de éste lo obtuvo con lo que lla-

ma medio M1 el cual contiene las sales minerales de Hu-

rashige y Skoog, (cuadro 1) y los componentes orgánicos

de White (cuadro 2). Se reprodujo este experimento v -

se observó la formación de callo de (E, vulgaris), así

que este estudio proporcionó las bases para lograr indu

oir la formacion de callo en frijol mungo {Fhaseolus au

reus Hoxb) variando únicamente las proporciones auxina/

citccinina, formando lo que se conoce como "cuadro de É

jedrez" (Gonsåles, comunicación personal).

Hay diversos estudios que reportan al FG fifloroglu

cinol) como promotor de la formación de raíces a concen

traciones de 1:-cio'-3 y 1x1o*^r-_ en ep. , en mi y
en el género Prunus. (James¿yThurbon, QE. cit.; Jones y

_?Hatfield, EE. cit.; James, cit.; Jones y Hcpgood, -
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~·cit.) 

Cruz (1983) utiliza AIB (ácido indol butírico) pa-

ra enraizar brotes de manzano, obteniendo únicar1ente 

4C% de enraizamiento y al adicionar FG lXlo-3; ; observa 

un considerable .. aumento al enraizar el 80 % de los bro

tes. ) 

r:oreno (~. ~·) reporta que el FC actúa óptima

mente a una concentración de 1Xl0-3M, ella observa que 

ciertos compuestos fenólicos tienen un efecto promotor 

en el enraizamiento de hipocotilos etiol ados de frijol 

mungo a la misma concentración en la cual el AIA lo tie 

ne (del orden de 1x10-5M) • . 

En el presente estudio, el FG no p romovió la forma 

ción de raíces en callo de hipocotilo de frijol munso 

(~. aureus), tampoco lo hizo el AIA y sí lo hicieron e~ 

;; ipocotilos. ;Esta diferencia en cuanto al efecto de flo 
/ 

roglucinol y de ácido indol acético en callo e hipocoti 

lo de frijol mungo (Phaseolus aureus Poxb. ) se pue~e de 

ber a las diferencias en la organización ~~t~e ellos. 

Los extractos de callo presentaron una actividad -

de.la oxidasa del AIA de más del doble con respecte a -

la de extractos de hipocotilo. Dado que e l callo per se 

ee- aii-1
4

_.-

J Cruz (1983) utiliza AIB (ácido indol butirico] pa-

ra enraizar brotes de manzano, obteniendo únicamente -

40% de enraizamiento y al adicionar FG 1K1G'3H observa

un considerable aumento al enraizar el 80 % de los bro-

tes. F

Moreno (og, gig.) reporta que el FG actúa óptima-

mente a una concentración de 1X1G”3H, ella observa que

ciertos compuestos fenólicos tienen un efecto promotor

en el enraizamiento de hipocotilos etiolados de frijol

mungo a la misma concentración en la cual el Aïa lo tie

ne (del orden de 1X10”5H).

En el presente estudio, el FG no promovió la forma

ción de raices en callo de hipocotilo de frijol mungo

(E. aureus), tampoco lo hizo el AIA y si lo hicieron en

Hipocoti1os.;Esta diferencia en cuanto al efecto de fio

roglucinol v de ácido indol acético en callo e hipocoti

lo de frijol mungo (Phaseo1us aureus Roxb,) se puede de

ber a las diferencias en la organización entre ellos.

Los extractos de callo presentaron una actividad -

de.1a oxidasa del åIA de más del doble con respecto a -

la de extractos de hipocotilo. Dado que el callo per se
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tiene una actividad tan alta, pudiera ser que los nive-

les endógenos de AIA no fueran adecuados para desencade 

' nar el evento rizo génico al aplicar AIA ó FG. / 

Kurumurti, et. al. (1974)y Chibbar, et. al. 1S78) 

mencionan que los productos de degradación del AIA (ta-

les como el metilenoxindol) son los que promueven la 

formación de raíces. 

En el presente trabajo se observó que hay m~s del 

doble de la actividad de la oxidasa del AIA de los ex-

tractos de callos con respecto a la de extrac t os de hi-

pocotilos de frijol mungo (~. aureus), esto indicaría 

que los niveles endógenos de metilenoxindol son altos -

en el callo y mis bajos en el hipocotilo. 

Ahora bien, si se aceptan las hipótesis C:e los au-

tares antes mencion a dos, se hubiera espera do ( si los t e 

jidos estuvieran en la misma capacidad de responder) 

que el callo formara g ran cantidad de raíce s al h a b er -

suficiente metilenoxindol endógeno para desencaéenar el 

evento. Sin embargo en el presente estudio no fue así, 

ya que por el contrario el callo no fue capaz de formar 

raíces mien:tras que los hipocotilos sí lo h icieron (aún 

sin a dicionar FG). No obstante, puesto qu e la o r s eniza -

ción del c a ll o difiere C:e la del hipocot i l o , s e s u 2eri-
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tiene una actividad tan alta, pudiera ser que los nive-

les endógenos de AIA no fueran adecuados para desencade

nar el evento rizcgónico al aplicar ala ó FG. )

Kurumurti, et. Él. (l974)y Chibbar, Et. ÉL. 1978)

mencionan que los productos de degradación del AIA (ta-

les como el metilenoxindol) son los que promueven la -

formación de raices.

,I En el presente trabajo se observó que hay más del
I. .

doble de la actividad de la oxidasa del Ala de los ex~

tractos de callos con respecto a la de extractos de hi-

pocotilos de frijol mungo (E. aureus), esto indicaria

que los niveles endógenos de metilenoxindol son altos -

en el callo y más bajos en el bipocotilo.-

Ahora bien, si se aceptan las hipótesis de los au¬

tores antes mencionados, se hubiera esperado (si los te

jidos estuvieran en la misma capacidad de responder) -

que el callo formara gran cantidad de raices al haber -

suficiente metilenoxindol endógeno para desencadenar el

evento. Sin embargo en el presente estudio no fue asi,

ya que por el contrario el callo no fue capaz de formar

raices mientras que los hipocotilos si lo hicieron (aún

sin adicionar FG). Ho obstante, puesto cue la organiza~

ción del callo difiere de la del hipocotilo, se sugeri-
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ría aplicar metilenoxindol a hipocotilos para aser:urar 

que la hipótesis referida, no es aplicable a ~sta espe

cie. 

Bansal y l!anda (2.E_. cit.) y r:ato y Vieitez (192é) 

establecen que hay relación entre la actividac: ce la o

xidasa del AIA y la formación de raíces. 

Se considera de forma general que los fenoles ac

tóan por medio de la inhibición o aumento de la oxida

ción de AIA por enzimas oxidasas del AIA, este efecto -

parece depender de la estructura molecular, ya que cíe~ 

tos ortodifenoles inhiben la actividad de oxidasa del 

AIA,mientras que determinados monofenoles la favorecen 

(Lee, et. al., op. cit.; Grambow y Lanr:enbec:.:, 198:::) y 

compuestos como el ácido cloro~énico incrementan la oro 

ducción de AIA a partir de triptófano (Gorter, 19G9l. 

Balasimha y 3u'.Jrar:ioni.s.n (1983) aplicen É:cico para 

y orto hidroxibenzoico junto con AIE, a explantes ~ª 

~heobroma cacao y observan un aumento considera~le ~e 

enraizamiento de ~stos. Observan tamhi~n una disminu~ -

ción de la activicad de peroxidasa,cuando la rafz est¿ 

cor;pletamente forméida. Y consic¡eran oue este coo:puesto 

fen6lico protece la destrucción de la auxina; y dada ea 

ria aplicar metilenoxindol a hipocotilos para asegurar

que la hipótesis referida, no es aplicable a esta espe-

cie.

|I"_'_I- _-I u?- FD _'.¬'__
"n.¡_.ll

Hansel 3 Handa (pp. Eiì.) v Hato 3 vieitez

establecen que hay relación entre la actividad de la o-

xidasa del alegria formación de raices.

Se considera de forma general que los fenoles ac-

túan por medio de la inhibición o aumento de la oxida-

ción de ala por enzimas oxidasas del Ala, este efecto -

parece depender de la estructura molecular, ya cue cieï

tos ortodifenoles inhiben la actividad de oxidasa del

aIa,mientras que determinados monofenoles la favorecen

(Lee, al., ¬ 512.; Grambow y Langenbecx, 1952) yerlo lo

compuestos como el ácido clorogónico incrementan la pro

ducción de ala a partir de triptófano füorter, 1959).

-""'¬_. _-› LU Cd id ¬-.J-I'Halasimha y Bubramonian aplican acido para

y orto hidroxibenzoico junto con did, a explantes de -

fheobroma cacao 3 observan un aumento considerable de

enraizamiento de estos. Gbservan también una disminca _

ción de la actividad de percxidasa,cuando la raie esta

completamente formada. ï consideran cue este compuesto

fenólico protege la destrucción de la auxina; 3 dada ea
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ta relación es de esperarse que los niveles endógenos 

de AIA se correlacionen positivamente con la rizogéne-

sis. 

Lee (1980) estudia la influencia de ciertos feno-

les en el metabolismo de AIA en tallos de Zea mays in 

vivo, él observa que el ácido para coumárico y metil -

umbeliferona actúan como cofactores, y el ácido ferúli 

co y ácido cafeíco como inhibidores de la oxidasa del 

AIA. Ellos concluyen que la influencia de estos fenoles 

es la misma in vivo que in vitro. 

En el presente trabajo la actividad de la oxidasa 

del AIA no se correlacionó con la formación de raíces 

en hipocotilos, ya que no hubo diferencias entre la ac-

tividad de extractos de hipocotilos tratados con FG 

1x10-3M y :x10-SM que tuvieron un incremento en el núme 

ro de raíces del00% con respecto a los hipocotilos que 

no se trataron previamente. 

Además el FG in vitro no modificó la actividad de 

extractos de callo, ni la de extractos de hipocotilo, -

así que en esta especie Phaseolus aureus Roxb., el FG 

parece ejercer su acción por medio de otra vía que no -

es la activación o inhibición de la oxidasa del AIA. ) 
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Una auxina muy importante en la formación de raí-

ces adventicias es el AIB (ácido indol butírico) y se -

ha reportado un efecto promotor por esta auxina en la 

rizo2~nesis d e frijol mungo (Phaseolus aureus) (Jarvis 

y Boo th, 1981) y manzano (l.;alus sp. ) ( Lane , 198 2; J&J:·.es 

1983) . 

\.'elander y Snygg ( 1987), estudian la influencia ce 

AIB en la formación de raíces en estacas de 2 varieda~ 

des de manzano (i:alus silvestris L. l:ill.) A2 y (r:slus 

plunila) M26. Además valoran las concentraciones Ce AIA 

endógeno . Una de las variedades (A2), la qu e contenía -

los niveles endógenos de AIA más bajos, fornó ~ran can-

tidad de raíces, aún sin la aplicación exófena de AID, 

por lo que se interpreta que la alta capacidad rizczé~i 

c a no correlaciona con los niveles endÓfe nos de AIA.~ 
I 

James y Thurbon (op . cit.) mencionar. .-,ue el ?Ces 

un compuesto necesario para la formación de raíces en -

manzano. 

Así que,Alvarez ~· al ( 1989) de acuerdo con es~os 

resultados utiliza ?G lXlo-3~ como constante para el ~e 

dio de enraizamiento en manzano. 

~e conformicad con lo anterior, en e l presente tr~ 

_ Una auxìna muy importante en la formación de rai-

ces adventicias es el AIB (ácido indol butirico) v se -

ha reportado un efecto promotor por esta auxina en la

rizogónesis de frijol mungo (Pbaspoius europa) (Jarvis

I'-"' -UD G3 DJy Booth, 1981) y manzano (Halus sp.) (Lane, James

1983).

; Uelander y Snygg (1987), estudian la influencia de
I

AIB en la formación de raices en estacas de 2 variadas

des de manzano fifialus silvestris L. Hill.) A2 y (ïalus

nlumila) M26. Además valoran las concentraciones de ala

endógeno. Una de las variedades (Ag), la que contenía ~

los niveles endógenos de Ala más bajos, formó gran can~

tidad de raices, aún sin la aplicación exógena de AIE,

por lo que se interpreta que la alta capacidad rizcgêni

111-
"_

:L1 `Ica no correlaciona con los niveles endógenos de i \ì

James y Thurbon (pg. iii.) mencionan que el FG es

un compuesto necesario para la formación de raíces en -

manzano.

asi cue,a1vares gi. Ei (1989) de acuerdo con estos

resultados utiliza FG lK1C'3H como constante para el me

dio de enraizamiento en manzano.

De conformidad con lo anterior, en el presente tri
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bajo,se añadi6 FG no sólo con la idea de que fuese nece 

sario para inducir la formación de raíces en callo de -

frijol mungo (~. aureus) sino para evaluar si correla-

cionaba la respuesta rizogénica y la actividad de oxid~ 

sa del AIA en presencia de este compuesto. No se encon-

tró correlación y se interpreta que el FG, que estimula 

rizogénesis en hipocotilos, no lo hace en callo debido 

a las diferentes organizaciones de ambos, ya que mien-

tras el hipocotilo posee estructuras perfectamente ors~ 

nizadas, \lhite (1967) (citado por A:i. ·i;chison, et. al., -

1977) menciona acerca del callo, que éste, al tener una 

ripida proliferación celula~pierde toda organización y 

estructura. Y ya que los mecanismos p rim a rios de morfo-

génesis y crecimiento estan asociados a ?Olarización, 

al haber una alteración de ésta, el callo no e s capaz -

de responder de la misma forma que el te j i do de donde -

provino (Komizerko, et. al., 1982). l 
Miller y Gow (1989a, 1989b) menciona n que los g ra-

dientes eléctricos están asociados a la activicad de di 

ferenciación en los tejidos. 

Por otra parte, Hasen~tein, et. ~· ( 1 98 7 ) (cita-

dos por Hasenstein y Evans, 1988) mencionan que l o s i n -
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hibidores de transporte de auxinas bloquean el movinien 

to de calcio hacia las zonas de crecimiento de raíz, y 

De Guzmán y De la Fuente (1984), reportan que es el 

transporte de auxina y no solo su presencia la que au-

menta el eflujo de calcio en eirasol. 

Hay evidencia de que el calcio puede estar involu-

erado en el transporte polar de auxinas; ya que se ces-

cubrió que el EDTA inhibió el transporte en secciones -

de hipocotilo de Helianthus en un 50% y esta inhibición 

pudo ser superada por el lavado del tejido en CaC1 2 (Ge 

la Fuente y Leopold, 1973). 

Quintanar, et. al. ( 1989) demuestran cue el ?C l:'.lC 

lXlo- 0 11 roripe el control respiratorio de 1ü tocondrias -

de hipocotilo de frijol riungo (Phaseolus aureus Roxb.), 

a la vez que se asocia calcio inespecíficamente a 12 

menbrana mitocondrial (Vázquez, et. al.; lSf:C-), inter-

pretándose que pueden bajar los niveles citoplasmbticos 

de calcio. ElloEO nencionan que este efecto 3i;.,ul2. el e-

fecto de auxinas; el cuéü reporta I'.u.\-.01;L::': 

~n base a lo anterio~ parece probable ~~e el ~e 

(floroglucinol) pudiese actua~ modificando la di~tribu-

ción de iones en los compartimentos intra J extracelu-

.-:_L.. 
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cubrió oue el EDTA inhibió el transporte en secciones -
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pudo ser superada por el lavado del tejido en Caülg (Be
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lH1ü”3H rompe el control respiratorio de mitocondrias -

de hipocotilo de frijol munso {Phaseolus aureus Hoxb.},

a la ves que se asocia calcio inespecificamente H le -

membrana mitocondrial fiïâsques, et. ali; lEE9}, inter-

pretåndose que pueden bajar los niveles citoplssmátíccs

de calcio. Ellos mencionan que este efecto simula el e-
--.H "|

|-P“¬\ |,-.I .-Ir-:_ Úfecto de auxinas; el cual reporta duhouics

En base a lo anterior,parece probable cue el FC -

fifloroglucinolì pudiese actuar modificando la distribu-

ción de iones en los compartimentos intra 3 extracelu-
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lar. En especial el calcio tiene un papel importante, -

ya que las concentraciones de éste a nivel intra y ex-

tracelular lo sitúan como un elemento de control idóneo 

puesto que pequeños cambios en la permeabilidad a éste, 

desencadenan cambios importantes en la concentración 

intracelular. 

· Adicionalmente, Jarvis y Yasmín (~. cit.) repor-

tan un efecto positivo sobre rizogénesis al aplicar cal 

cio exógenamente. 

En el presente trabajo,también se valoró el efecto 

de 2,4 diclorofenol, el cual es usado como cofactor de 

la oxidación de AIA in vitro , en un estudio realizado 

por Lee, et. al.(~. cit.) que intenta establecer la re 

lación entre la estructura de fenoles y su efecto sobre 

la actividad de la oxidasa del AIA (usado peroxidasa de 

rábano tipo VI). Ellos mencionan que el porcentaje de -

activación o inhibición dependió de la presencia o au-

sencia de éste compuesto. 

En este trabajo no se encontró relación entre la -

actividad de oxidasa del AIA y la presencia de 2,4 di-

clorofenol in vitro. La actividad mostrada en extractos 

de callos fue alta con respecto a la de hipocotilos, in 
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dependientemente de la presencia o ausencia de éste com 

puesto; probablemente porque no se trata de la peroxid~ 

sa de rábano y por lo tanto no requiere tal cofactor,o 

quizá alguna otra sustancia presente en el extra.etc ac

tuó como cofactor. 

El presente estudio pretende ser una contribución 

para incrementar el rendimiento en la extracción de la 

oxidasa del AIA, ya que en este trabajo además de haber 

se implementado la metodología para obtener callo de hí 

pocotílo de fríjol mungo (Phaseolus aureus Roxb.), se -

valoró que en él,la actividad es de m&s del doble que 

la de hipocotílos. Se tendría una fuente alternativa p~ 

ra extracción y ~uríficacíón de enzimas con actividad 

de oxídasa del AIA del callo. 

Ya que hasta ahora solo se ha purificado peroxida

sa de rábano, la cual tiene también actívíC.aC: de la oxí 

dasa del AIA (Lee y Chapman, 1977). 

2b 

dependientemente de la presencia o ausencia de éste com

puesto; probablemente porque no se trata de la peroxida

sa de råbano y por lo tanto no requiere tal cofactor,o

quizá alguna otra sustancia presente en el extracto ac-

tuó como cofactor.

El presente estudio pretende ser una contribución

para incrementar el rendimiento en la extracción de la

oxidasa del AIA, ya que en este trabajo además de haber

se implementado la metodologia para obtener callo de hi

pocotilo de frijol mungo ífihaseolus aureus_Roxb.), se -

valoró que en ól,la actividad es de más del doble que

la de hipocotilos. Se tendria una fuente alternativa ps

ra extracción y purificación de enzimas con actividad

de oxidasa del Ala del callo.

Ya que hasta ahora solo se ha purificado peroxida-

sa de råbano, la cual tiene también actividad de la oxi

dasa del AIA (Lee y Chapman, l9?T}.

Eb



Conclusiones. 

- Los callos se formaron en un lapso de 20 días en un 

medio de cultivo con 0,5 mg/l de 6 furfurilaminopuri-

na y 2 mg/l de ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D). 

- ?osterior al tratamiento con FG (floroglucinol) y AIA 

(ácido indol acético) los callos no formaron raíces. 

Los extractos de callo tienen una actividad de la oxi 

dasa del AIA mayor (5 veces por mg. de proteína y m~s 

del doble por ml. de extracto) con respecto a la de -

extractos de hipocotilo. 

- El 2,4 diclorofenol in vitre no modificó l a actividac 

de_la oxidasa del AIA de los extractos (callo e hipo-

cotilo). 

Hay evidencias de que el FG (floroglucinol) no ejerce 

su efecto por vía aumento o inhibici6n de la activi-

dad de la oxidasa del AIA. 

,.,..., 
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Conclusiones.

Los callos se formaron en un lapso de EU dias en un

medio de cultivo con 0.5 mg/1 de 6 furfurilaminopuri-

na y 2 mgƒl de ácido 2,4 diclorofenoxiacótico (2,4D).

Posterior al tratamiento con FG (floroglucinol) y AIA

(ácido indol acético) los callos no formaron raices.

Los extractos de callo tienen una actividad de la oxi

dasa del Ala mayor (5 veces por mg. de proteina y más

del doble por ml. de extracto) con respecto a la de -

extractos de hipocotilo.

El 2,¿ diclorofenol in vitro no modificó la actividad

de_la oxidasa del ala de los extractos ¿callo e hipo-

cotilo).

Hay evidencias de que el FG (floroglucinoll no ejerce

su efecto por vía aumento o inhibición de la activi-

dad de la oxidasa del AIA.
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Recomendaciones. 

Para esclarecer las dudas que surgieron en este 

trabajo se recomienda: 

- Valorar la captación de calcio en protoplastos de hi

pocoti los previamente tratados con auxinas (AIB,AIA) 

Y:FC. 

- Observar probable modificaciones en la respiración y 

actividad Ce ATPasa mitocondrial por efecto de auxi

nas. 

- Valorar el ~fecto de inhibidores de respiración sobre 

rizoeénesis en esta especie. 

- Purificar l~ oxidasa del AIA para evaluar si el 2,4 -

diclorofenol es un cofactor necesario para esta enzi-

ma. 

- '.!edir en el callo e hipocotilos los potenciales eléc

tricos con :1 sin la aplicación de FG. 

- ~edir les niveles endógenos de AIA y metilenoxindol ~ 

en hipoccti:os y callo. 
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