ACTIVIDAD INDOLACETICO OXIDASA EN PLANTULAS DE
' ARVEJA ENANA (Pisum sativum L. cv. SAN CIPRIANO).
PRETRATADAS CON ACIDO GIBERELICO, SOMETIDAS
A LUZ Y OSCURIDAD.
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SUMMARY

Activity indoleacetic acid oxidase in pea seedlings (Pisum sativum L. ov. San
Cipriano) treated previously with gibberellic acid at light and in darkness.

The purpose of this work was to determine the incidence of gibberelic acid
(G.A) and light on the activity of the indoleacetic acid oxidase from extracts
of pea’s epyicotilis ( Pisum sativum L. cv. San Cipriano). The greatest enzimatic
activity was observed in tests carried out at light, and among these, in those
with G. A.-treatment. In tests carried out in darkness it was dlso observed that
the greatest activity was in those with the C. A.-treatment.

INTRODUCCION

El trabajo tuvo por objeto tratar de esclarecer las relaciones entre
cl dcido giberélico (A.G.) v el 4cido indol-3-acético (ALA) como
tactores de crecimiento.

La mayor parte de los autores estdn de acuerdo en que existe un
verdadero sinergismo entre las giberelinas vel A.LLA. (1), (2), (3).
Es admitido que el A.G. provoca un aumento, al menos momenténeo,
del tenor de auxinas en los tejidos tratados (1), (4). Gaspar y col.
(5) tratando rafz de lenteja (Lens culinaris Medik) por 48 horas con
A.G., encontraron un significativo aumento de la actividad de Ia in-
dolacético oxidasa con respecto a la rafz no tratada. Ellos postularon
que el primer efecto del A.G. dado a tejidos, es una inhibicién de la
enzima; consecuentemente el nivel de A.T.A. en la célula incrementa.

! Cétedra de Fisiologia Vegetal. Facultad de Ciencias Agrarias; Universidad
Nacional de Cuyo.



114 Facurtap pe CieNcias Acranras, XVIT, 1 - 2, Mendoza 1971

Los tejidos luego reaccionan ante un inusitado aumento del ATA,
provocando la formacién inductiva de la enzima.

BOUTLLENNE-WALRAND y col. (6), trabajando con hojas verdes de
maiz (Zea mays L), comprobaron que el A.G. provoca un aumento
en el contenido de inhibidores fendlicos de la indolacético oxidasa, lo
que determinaria, segin los autores, la inactivacion de la enzima, y
por lo tanto, un aumento en ¢l contenido de auxinas.

Al mismo tiempo se traté de averiguar de que manera la luz inter-
viene sobre la actividad de 1 indolacético oxidasa, en las condiciones
de trabajo.

La mayoria de los autores (7), (8), admiten que la luz activa a
la indolacético oxidasa en experimentos “in vitro”. Gorbox (9) encon-
trd que plantas crecidas a luz producen mas auxinas que las etioladas, lo
que puede determinar induccién enzimética. Esto fue comprobado por
Stutz (10) trabajando con plantas de lupino (Lupinus albus L), al
encontrar mayor actividad de indolacético oxidasa en plantas verdes
que en las etioladas,

MATERIAT, Y METODOS
Extraccion de la enzima

Los epicotilos se seccionaron a una distancia de 8-10 cm. a partir
del dpice. El material previamente congelado, se molié en mortero de
porcelana enfriado, con el agregado de arena de cuarzo lavada, Luego
de filtrar el macerado a través de etamina, el liquido se centrifugd a
20.000 g, durante 15 minutos a 0°C.

Medicion de la actividad enzimdtica

La actividad enzimaticay se determiné por la técnica manométrica
de WacenkNECHT v BUurgis (11). En la rama lateral se colocéd 0,2 ml.
del extracto enzimatico. En el cuerpo central se colocd 0,4 ml, de una
solucion 0,06 M de A.LA.; 0,1 ml. de Cl,Mn 30 mM; 0,1 mlL de beta
naftol 30 mM y 1 ml. de buffer citrato PO,HNas 0,1 M pH 5 En la
copita central se colocé a 0,1 ml. de OHK al 209 absorbido en papel de
Hltro plegado.

EXFERIMENTOS Y RESULTADOS

A los fines del presente trabajo se tomaron cuatro lotes de arveja
enana (Pisum sativum L. cv. San Cipriano); a dos se los remojo du-
rante seis horas con agua, v a los otros dos se los remojé durante seis
horas con una solucién de dcido giberélico 50 p.p.m.

Uno de los lotes tratados con agua crecié a oscuridad v el otro a luz.,
De igual manera sc procedié con los tratados con A.G. Se dejaron siete
dias en las condiciones sefialadas y luego se cortaron los epicotilos,
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se congelaron y se extrajo el extracto. Con cada una de las variantes
se realizé una determinacion manométrica Warburg, en las con-
diciones ya sefialadas. Ademads se determiné el peso seco de los distin-
tos extractos.

Como se aprecia en el grifico N 1, la mayor actividad enzima-
tica se observa en los tratamientos con luz, y entre éstos, en el que
tiene A.G. En los tratamientos a oscuridad ocurre lo mismo.

En otro experimento posterior, habiendo llevado todos los ex-
tractos a igualdad de peso seco, se mantiene lo manifestado en el caso
anterior, es decir, se encuentra mavor actividad enzimética en los tra-
tamientos a luz que en los a oscuridad v en los tratados con A.G. que
en los testigos. (Grafico N® 2).

El estado vegetativo de las plantulas es distinto, segin se hayan
tratado ¢ no con A.G. Por tal motivo, se repitié el experimento cortan-
do los epicotilos con el mismo estado de crecimiento. A los siete dias
se seccionaron los tratados con A.G. a oscuridad. Los tratados con A.G.
a luz, y con agua a luz y oscuridad, fueron seccionados 48 horas des-
pués. Las curvas de actividad enzimatica son similares a los casos an-
teriores. (Grafico N° 3).

JA.G.oluz.

,Hzn_ luz.

,A.G..oscuridad

2004

-

n

(=]
i

Ml 02 consumidos

,H,0-oscuridad

: 2
100 4 /. .
O /
10 30 60 %0 min
Graf, N° |
Graf. N® 1 — Actividad de indolacético oxidasa, expresada en ml de O,

consumidos, de extractos enzimdticos de arevias crecidas a luz v oscuridad
v pretratadas o no con acido gibberellico 50 p.p.m.
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Graf. N° 2 — ‘Actividad de indolacético oxidasa, expresada en ml de 0,

consumidos, de extractos enziméticos de arvejas crecidas o luz v odeu-

ridad v pretratadas o no con 4cido gibberellico 50 p.pm1. Los extractos
fueron llevados todos al mismo pesa seco.
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Graf. N 3 — Actividad de indolacético oxidasa, expresada en ml de O,

consumidos, de extractos enziméticos de arvejas crecidas a luz v oscu-

ridad y pretratadas o no con 4cido gibberellico 50 p.p.m, Los extraictos
provienen de epicotilos cortados a igualdad de crecimiento,
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IDISCUSION

Con los resultados obtenidos comprobamos que los epicotilos pro-
venientes de semillas tratadas con A.G. presentan mayor actividad en-
zimatica que los no tratados. Este hecho quizds pueda ser explicado
por la induccién enzimética provocada por cl inicial aumento del A.LA.,
mencionado por Gaspar (5). Los ensayos realizados a luz presentaron
una mayor actividad enzimatica que los respectivos a oscuridad, Esto
puede ser atribuido a la remocién de inhibidores de la enzima por la
luz, tal como lo postula Hare (12). Este autor cita el hecho que la
luz es inefectiva después que los inhibidores han sido removidos por
dialisis o por precipitacion por acetona. También puede ser atribuido,
como lo senalaron Goroox (9) y Sturz (10), a la induccién enzimé-
tica provocada por un inicial incremento del A.I.A.

RESUMEN

El presente trabajo se propuso aclarar en qué medida influyen
el acido giberélico (A.G.) v la luz sobre la actividad de la indolacé-
tico oxidasa de extractos de epicotilos de arveja (Pisum sativum L.
cv. San Cipriano). La mavor actividad enzimatica se observé en los
ensayos efectuados a luz, v entre éstos, en los tratamientos con A, G.
En los ensayos sometidos a la oscuridad hubo también mayor actividad
en el caso de los tratamientos con A.G.
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