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Does Mitocbondríal Respiration Particípate
in the Mechaiiism ofAdeventitious Root

Formation Promoted by Aiixins?

Abstract. The effect ofindole-3-acettc acid andindok-3-

huíyric aüd on mitochondñal respiration ^Vigna
radiata extracts was studieá. boíh aiixins shomd an

inhibitoiy ejfecl andan uncoispUr effect on staíe 4.
Rj>oein¿ activiíies on Vigna radiata cullings of
milochondrial inhtbilors: aníirnycin roienone,
oU^n^n, salieylhydroxamic acid, menalii, and the
¡mcoupier CCCPwere also sUtdied. Antinyán, roienone,
od^mycin and sahr/ihjdroxamic acid ihowed a

significativepromoling activity (F a~0.05, qCC=-0.05)
over controlgroup ivilh destilled ivater.
Frum the results obtained, theposible in vivo efecl of
auxins on mitochojtdrial metaholism is discussed as aparí
ofche mechanism ofadmitUious rooling.

Introducción

El mecanismo mediante el cual las auxinas esti

mulan la formación de raíces adventicias ha sido

motivo de numerosas investigaciones (Haissig el
al., 1992), en virtud de que un conocimiento pre
ciso de dicho fenómeno permitiría su manipula
ción a voluntad para la propagación asexual de
especies vegetales de interés comercial.

No obstante los diversos enfoques fisiológcos
y bioquímicos que documentan el papel del ácido
indol-3-acéctico (AIA) en la iniciación de raices
(Blakesley el al., 1991; Napier y Venís, 1995),
existe escasa información que involucre al meta
bolismo mitocondrial como parte de la secuencia
de eventos de esteproceso. Existen reportes acer
ca del efecto de la auxina sintética 2,4-
diclorofenoxiacético {2,4-D) sobre mitocondrias
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aisladas de Solanum luberosum, donde se encontró

que el 2,4-D se comporta como inhibidor-
desacoplante (Roussaux e¿ al., 1986;Pireaux y Dt-
zengremel, 1990). Por otro lado, se ha observado
que compuestos plenamente reconocidos como
desacoplantes de la respiración mitocondrial, co
mo el 2,4-dinitrofenol (2,4-DNP), estimulan signi
ficativamente la rizogénesis en Vigna radiata
(Mitsahashi y Sibaoka, 1981; Riov y Fa Yang,
1989), pero no hay reportes que establezcan la
relación entre uno y otro efectos.

En los trabajos previamente citados, no se con
sidera una relación entre el bloqueo de la síntesis
mitocondrial de ATP y la formación de raíces ad
venticias. Por otro lado, al utilizar una auxina

sintética como el 2,4-D, se dificulta analizar las

posibles implicaciones fisiológicas de estos efec
tos. Con este propósito, conviene emplear AIA y
ácido indo!-3-butírico (AIB) que son auxinas na
turales (Epstein y Müller, 1993). En cuanto al 2,4-
DNP, es sólo uno de la amplia gama de desaco
plantes c inhibidores mitocondriales de que se
disponen actualmente, como: rotenona que inhibe
el sitio 1 de fosforilación; antimicina A que inhi
be el sitio 2 de fosforilación; oligomicina que
inhibe la subunidad FO de la ATPsintetasa mito

condrial; mcrsalil que inhibe al transportador de
fosfatos en mitocondria; salicilhidroxámico que in
hibe la vía alterna enmitocondrias vicíales; y, car-
bonilcianuro-«-doro-fenilhidra2ona (CCCP) el cual
actúa como un potente desacoplante mitocondrial
(Storey, 1980; Tzagoloff, 1982). Estos compues-
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tos se podrían emplear para hacer una caracteriza
ción más completadel estímulo observado.

El propósito del presente trabajo es la caracteri
zación del efecto del AIA y AIB sobre la respira
ción mitocondrial y si existe como característica
común un efectopromotor rizogénico en los dife
rentes inhibidores probados de las funciones mi-
tocondriales, así como la caracterización del

efecto del AIA y AIB sobre la respiración mito
condrial, utilizando como modelo experimental
plántulas de Vigna radíala, en virtud de que es una
especie de fácil enraizamiento (Hess, 1961) y es
fuente de extractos mitocondriales satisfactoria

mente acoplados (Bonner, 1967).

I. Materiales y métodos

1. Obtención de plántulas de Vigna radiata
Se lavaron 40 g de semillas de Vigna radíala de
origen comercial con agua corriente, posterior
mente se sumergieron en 100 mi de solución de
hipoclorito de sodio al 4% durante 25 minutos; el
desinfectante empleado se eliminó mediante cinco
lavados con 500 mi de agua destilada cada uno,
mientras que la remoción del hipoclorito fue veri
ficada a través del cambio en la textura de la testa

de la semilla. Durante las siguientes 24 horas se
mantuvieron sumergidas en agua destilada, en
condiciones de oscuridad, a una temperatura de
28''C y con cambios de agua cada seis horas. Una
vez que las semillas se hidrataron, se trasladaron a
un recipiente de 25 x 35 x 10 cm, preparado pre
viamente con agrolita a un 50% de su capacidad;
la agrolita se mantuvo a su máxima hidratación
con el uso exclusivo de agua destilada. Este reci
piente permaneció durante cinco días en una cá
mara de germinación con oscuridad permanente,
a una temperatura de 28*'C y humedad relativa
de 40%. Al término de este periodo se obtuvie
ron plántulas etioladas de 12 cm de longitud
promedio medidos del brote de la raíz principal
al ápice.

2. Bioensayo de rizogénesis
A partir del método anterior se obtuvieron plán
tulas que fueron cosechadas al eliminar la radícula
por medio de un corte a una distancia de 5 cm
porabajo del nodo cotiledonar, que más adelante
serán nombradas como estacas. Se formaron gru

pos aleatorios de tratamientos con 30 estacas cada
uno, colocados en vasos de pp de 80 mi, con un
contenido de 40 mi de solución con los trata
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mientos de auxinas, desacoplante e inhibidores de
la actividad mitocondrial que a continuación se

describen: control con agua destilada, AIA 10 pM

(Sigma 1-1250), AIB 10 pM (Sigma 1-5386),

CCCP 5 |iM (Sigma C-2920), ácido mersalílico

100 pM (Sigma M-9784), rotenona 50 p.M (Sigma

R-8875), antimicina A 5 p.gmi >(Signa A-8674),

oligomicína 2 pg mi-' (Sigma 0-4876) y ácido sa-

licilhidroxámico 100 p.M (Sigma S-7504). Los
grupos de estacas se mantuvieron en tratamiento
durante 24 horas, posteriormente fueron lavadas
con agua destiladay colocadas en vasos de pp de
80 mi con 40 mi de agua destilada; así se conser
varon durante cinco días, para realizar el conteo
de las raíces formadas. Las raíces se conservaron

en oscuridad a 28*'C y humedad relativa de 40%.

3. Aislamiento de mitocondrias

La fracción mitocondrial se obtuvo con un méto

do general para la preparación de mitocondrias
vegetales (Bonner, 1967). Se partió de las plántu
las etioladas descritas anteriormente, a las cuales

se les removió la raíz y el epicotilo; 100 g de hi-
pocotilos con estas características se homogeniza-
ron en 120 mi de medio que contenía: manitol

(Signa M-9647) 0.3 M; ácido etilengiical-bis-(p-
aminoetileter)-N, N, N', N'-tetrácetico (EGTA
Sigma E-4378) 2 mM; L-cisteína (Sigma C-7755)
4 mM;, polivinilpolipirrolidona insoluble (Sigma
P-6755) 0.1%; albúmina sérica de bovino (ASB
SigmaA-4503) 0.1 % y pll 7.4 ajustado con Tris-
(hidroximetil)-aminometano (TRIZMA Sigma T-
150.3) en una licuadora durante ocho segundos. El
homogenizado se filtró por ocho capas de gasa
con malla de 2 mm; se ajustó el pH a 7.4 nueva
mente con TRIZMA y se centrifugó a 1,500 x g
durante diez minutos, se recuperó el sobrenadante
por decantación y se centrifugó a 10,000 x g du
rante diez minutos; se desechó el sobrenadante y
la pastilla se resuspendió en 25 mi de medio de
lavado que contenía: manitol 0.3 M; EGTA 1
mM;ASB 0.1%; pll 7.4-TRIZMi3 y se centrifugó
a 8,000 X g durante diez minutos; posterior
mente se desechó el sobrenadante y se resus
pendió la pastilla en 1.5 mi de medio de lava
do, esta última correspondió a la fracción mi
tocondrial. La proteína mitocondrial se cuanti-
ficó mediante la técnica rápida y sensible de
azul de Commassie (Bradford, 1976), donde se
utilizó ABS como estándar. Todas las opera

ciones se llevaron a cabo a 4°C.
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4. Efecto de auxinas sobre la respiración

mitocondrial

I.-a detemiinación dei efecto de ¡as auxinas AIA y
MB sobre la respiración mitocondrial se realizó
mediante el monitoreo polarográfico de la dismi
nución de oxígeno en una celda de reacción con
electrodo tipo Clark (I-Iansatech modelo DWl).

Se adicionaron lOÜ pg de proteína mitocondrial a

1 mi de medio de reacción que contenía: manitol

n.3 M; I-a-I,PO, 10 mj\d (Sigma P-5379); MgCI, 5

inM (Sigma M-8366) y KCI 10 mM (Sigma P-

4504), pH 7.6-TEJZMA. Se agregó p-
nicotinamida adenindinucelótido forma reducida

1 mJvl (NADH, Sigma N-60ü5), esta mezcla de

reacción se mantuvo a BO^C y con agitación de

200 ipm, cuando la reacción disminuyó su veloci

dad, se adicionó adenosm 5'-difosfato 100 [oM

Ú'-VDP, Sigma A-6646), de esta forma se estableció

el estado 3 (BDO 3, respiración activa); even-
malmente se agotaba el -'\DP y la respiración en

traba a estado 4 (EDO 4, respiración pasiva), si
era necesario se adicionaba nuevamente ADP pa

ra un segundo EDO 3. Finalmente, se verificó el
acoplamiento de la muestra mitocondrial al adi

cionar en EDO 4 CCCP 5 pM. El efecto de las

auxinas se cuantificó agi'egando AIA y AIB (10 a

1(10 plví) a la mezcla de reacción durante EDO 3

r EDO 4 independientemente. La cuantificación
de los pariíinetros respiratorios de EDO 3, PIDO
4, relación i'BDP-üxígeno (P/O) y control respi
ratorio (CR) en presencia y ausencia de auxinas se

i'aloró de acuerdo al método gráfico convencional
'Bonnet, 1967) descrito en la figura 1.

II. Resultados

Los resultados obtenidos en el bioensayo rizogé-

nico en presencia de auxinas, inliibidores y desa
coplante de la respiración mitocondrial se pre

sentan en la figura 2, donde se puede observar

que la máxima promoción resulta con el trata

miento con AIB, formándose 68.12 raíces por
estaca, en tanto que el giiipo Control formó 18.7.

Ll análisis de varianzas de los datos indica dife

rencias significativas (P a=0.05) entre los nueve
gaipos experimentales, la posterior comparación
de diferencias entre las medias de los ^atamientos

a través de la prueba de Tukey modificada para
diferentes tamaños de muestras entre los grupos
•:'l>Aniel, 1987), arroja diferencias significativas

.'q a=0.05) entre el gi'upo Control y los inhibido-
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Los DATOS SON RESULTADO DE TRES REPETICIONES.
NUQLESDE02/N

uMOLAR I AIA I
O 13±4.8

20 19.5±1.5

40 2610.6

60 391S.7

80 4S.S11

[JvliKXAR

PIO = ADP/O

Los DATOS SON RESULTW50 DE TRES REPETICIONES.

AIA

1.6210.15

2.2510.25

2.3810.28

2.3810.65

2.8910.56

P;0 = APP/0

—AIA

AIB

M 80 IM

AIB

010.06

3.2St2.5

6.5.11.40

1311.90

16.2±3.0

AIB

2.0210.46

2.2510.16

2.2510.57

2.5310.42

3.3711.62

CR=EDO 3/EDO 4

[JilUOlAR

CR=EDO 3/EDO 4

Los DATOS SON RESULTADO DE TRES REPETICIONES.
(

uMOl AW I AIA
O 10iD.7S

20 6+0.5
40 411.18

60 2,6610.13
30 2.14+0.07
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2014.36

20+6.67

13iS.17

3.510.8

0.1910.79

res antimicina, rotenona, oligomicina y salicilhi-
droxámico, en tanto que el grupo tratado con el
desacoplante CCCP, con AIA y metsalil no

muestra diferencia significativa (q a=0.05) res
pecto al grupo Conttol-

Los resultados del efecto de las auxinas sobre la

respiración mitocondrial son producto de tres re
peticiones independientes del experimento des
crito en material y métodos. Como se puede ob
servar en la figura 3, la presencia de AIA y AIB

disminuye la velocidad del EDO 3 en las mito-
condrias, pues actúan como inhibidores durante
este estado de la respiración. Para el caso de AIB
es mayor este efecto, puesto que a una concentra

ción de 100 )aM en el medio de reacción, dismi

nuye la velocidad de consumo de oxígeno de
170.55 a 6.5 nmoles de O2 mg prot' min-' (96%
de in]iibición)i por su parte el AIA a la misma
concentración disminuye la velocidad de consumo

de 130 a 50.85 (60% de inhibición).

Por otro lado, cuando se aplicó AIA y AIB so
bre la respiración en EDO 4, como se puede ob
servar en la figura 4, la velocidad de consumo de
oxígeno se incrementó en ambos casos, es decir,
actuaron como desacoplantes en el EDO 4. Este
desacoplamiento es más importante para el caso

de AIA, el cu^, a concentración de 100 |iM, au

menta el consumo de oxígeno de 13 a 45.5 nmo
les de O2 mg prot-' min-'; mientras que el AIB a

la misma concentración aumenta el consui-no de

oxígeno de Oa 16.2.
El comportamiento de las auxinas AIA y AIS

como inhibidores en EDO 3 y desacoplantes en

EDO 4, también se manifiestó al evaluar su

efecto en la relación P/O, como se puede obser
var en la figura 5, donde la relación P/O aumenta
de un nivel normal de 2, a 4.05 y 6.75 pata los
tratamientos con AIA y AIB respectivamente. Fi
nalmente, en la figura 6 se puede observar cómo

el cociente respiratorio se abate a valores cercanos
a cero cuando la concentración de las auxinas en

el medio de reacción se incrementa hasta 100 (iM.

ni. DiscusiÓD

Los resultados del presente trabajo indican un
importante efecto iii vitm de las auxinas AIA y
AIB sobre la respiración mitocondria] de extrac
tos de Yigna mUata y concuerdan con el efecto
inhibidor-desacoplante observado al emplear la
auxina sintética 2,4-D en extractos de Solantm tu-
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berosum (Roussaux et aL 1986; Pireaux y Dizen-
gremel, 1990). Esta combinación de efectos inhi
bidor y desacoplante en el mismo compuesto, po
dría estar explicada por la existencia de la vía al
terna de respiración presente en los vegetales
(Bahr y Bonner, 1973; Moreland, 1980), debido a
que el efecto inhibidor observado en EDO 3 co
rresponde al flujo electrónico de la cadena normal
de citocromos, mientras que la respiración pasiva
en EDO 4 se asocia estrechamente con el flujo de

electrones sobre la cadena alterna, de esta forma

es posible que las auxinas AJA y AIB afecten di-
terencialmente cada una de las vías. Es impor
tante notar que las concentraciones empleadas de
AlA y AIB, manifiestíui efecto inhibitorio a partir

de una concentración de 20 jiM, la cual se puede
considerar cercana a la concentración fisiológica;
de esta forma, es razonable pensar que el efecto
observado in mtn no sea resultado de interaccio

nes inespecíficas, más bien, los datos presentados
dan sustento a la posibilidad de que el AlA y AIB
interaccionan naturalmente con el metabolismo

mitocondrial. Asimismo, es sugerente la correla
ciónde mayorefecto inhibitorio por parte de AIB
asociado con mayor estímulo rizogénico.

La promoción rizogénica obser\'ada con los
inhibidores de la respiración refuerza la posible
vinculación del metabolismo mitocondrial con el

estímulo auxínico; por otro lado, el desacoplante
CCCP no produjo un efecto promotor significati
vo a pesar de ser un compuesto que disminuye la
síntesis de ATP. Sin embargo, es necesario de
mostrar que el CCCP tiene acceso a Ivis mitocon-
drias del tejido, a fin de considerar que es una ex
cepción a la relación aquí reportada.

Bajo el supuesto mencionado, es legítimo pre
guntarse cuál sería el significado fisiológico del
comportamiento inhibidor-desacoplante observa
do por el AIA y el AIB, debido a que eventual-
mente conduciría a una disminución en la con

centración celular de ATP. Este efecto iría en de

trimento de un proceso que se caracteriza por la
elevada tasa de división celular que depende de
energía y difiere de lo encontrado en Vinus ban-
ksiana, donde la concentración de AlP se incre

menta durante la formación de raíces adventicias

(Haissig, 1990).
Es evidente que los elementos de análisis de

este trabajo no permiten discriminar sin reservas
la concordancia del efecto in vítro estudiado con el

efecto in vivo, pues rampoco ubican indiscutible
mente la inhibición mitocondrial como parte de

vut 3 HUHIROTRib, ItQViiHnKf

un proceso integral de regulación, sin embargo
establecen dudas razonables sobre su posible co

rrelación. ♦
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