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SUMMARY
Changesin | AA-oxidase and per oxidaseactivities in hypocotylsof Lupinusalhus, L, after treatment with
indole-3-acetic acid.

The variation in IAA-oxidase and peroxidase activities in etiolated lupine hypocotyls treated with IAA
is studied.

Intact plants sprayed with 10~ M IAA solution, show an increase of IAA-oxidase in the hypocotyls after
6 h of treatment. After 24 h, the activity is the same as that of untreated plants. The effect of IAA varies with
the age of the seedlings as well as with the localization along the hypocotyl. Only those zones with low growth
or with recently stopped growth, exhibit an increase of IAA-oxidase after treatment with IAA, the increase
being supressed by cicloheximide.

When whole hypocotyls of different ages are incubated in IAA solutions, reproducible results are only
obtained if plants are decapitated before the treatments. 24 h after decapitation | AA-oxidase decreases 30 % in
relation to non decapitated seedlings. Decapitated seedling hypocotyls incubated with IAA show an increase
of specific activity at 10 M 1AA, and a decrease at 10~ M IAA. Cicloheximide reinforces the IAA effect in
both cases. Hypocotyl sections from decapitated seedlings show, after incubation with 10 M 1AA, variations
in IAA-oxidase that are dependent on the localization of sections along the hypocotyl as well as the age of
seedlings. In sections with active growth, the IAA treatment decreases the activity while in slowly growing
sections or sections with recent growth, the activity isincreased in comparison with the control sections. These
results suggest that the effect of IAA on |AA-oxidase, depends of the endogenous IAA level in addition to the
exogenous |AA added.

Peroxidase activity does not show a variation similar to that of |AA-oxidase in all the assays, indicating
that the different isoperoxidases do not have an identical capacity to destroy IAA.

Key words: Hypocotyl growth; I1AA-oxidase; IAA treatments; Lupinus alhus; Peroxidase.

RESUMEN

Se ha estudiado la variacion de las actividades AlA-oxidasa y peroxidasa en hipocdtilos etiolados de
altramuz tratados con AlA.

Las plantas intactas tratadas por aspersion con disolucién 10 M de AlA, muestran un aumento de ac-
tividad AlA-oxidasa en el hipocdétilo 6 h después del tratamiento, recuperandose los valores de actividad de
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las plantas no tratadasdespuésde 24 h. El efectodd AIA variacon laedad delas plantas'y con lalocalizacion
alo largo del hipocdtilo. S6lo las zonas con excaso crecimiento o cuyo crecimiento ha cesado recientemente,
experimentan un aumento de actividad AlA-oxidasa tras d tratamiento con AIA. Dicho incremento es
suprimido por cicloheximida.

Cuando s incuban hipocdétilos completos de distinta edad en disolucionesde AlA, sdlo se obtienen
resultadosreproducibless |as plantas se decapitan antes de laincubacién. Se hacomprobado que 24 h después
de la decapitacion la actividad AlA-oxidasa desciende un 30 % respecto a las plantas no decapitadas. Los
hipocdtilos de plantas decapitadas incubados en AlA, muestran un aumento en la actividad especificaa la
concentracion10+ M, y un descensoala 10-* M. Lacicloheximidapotenciaen amboscasoslaaccion del AlA.
Las secciones de hipocdtilos de plantas decapitadasincubadas en AIA 10+ M muestran variacionesde la ac-
tividad AlA-oxidasa que dependen de la locdizacion de las secciones en € 6rgano y de la edad de las
plantas. En las secciones con mayor crecimiento, d AlA disminuyela actividad, mientrasque en las scciones
CON poco crecimientoo cuyo crecimientoes reciente, d AlA aumenta la actividad en relacion con @ control.
Egtos resultados sugieren que € efecto dd AIA sobre la actividad AlA-oxidasa depende no sdlo de la

concentracion adicionada, sino también del contenido enddgeno de la hormona.
Laactividad peroxidasano muestra unavariacion paralelaala Al A-oxidasaen todoslosensayos, lo que
indica que las diferentes isoperoxidasasno poseen la misma capacidad para degradar € AlA.

Palabras clave: AlA; Crecimientode hipocotilo; Lupinus albus; Peroxidasa; Tratamientoscon AlA.

INTRODUCCION

La regulacion de la actividad AlA-oxidasa,
gue cataliza la oxidacién descarboxilativa del
AlA, se supone gue juega un importante papel
en el control de la concentracion del AlA. Por
su parte, el control de los niveles de hormona
resultadecisivo para su accion, yaquelos efec-
tos producidos por e AlA en los procesos de
desarrollo (crecimiento, diferenciacion, rizogé-
nesis, abscision, etc.) dependen en gran medida
de su concentracion.

L osfactores que pueden modificar la activi-
dad AlA-oxidasason muy diversos. Entre otros,
se han descrito variaciones producidas por luz
(BAKARDJEVA, 1971), iones metélicos como
Cu*?* (COOMBES et al., 1976), Fe'? y Co** (To-
MASZEWSKI & THIMANN, 1966), retardadoresdel
crecimiento (GASPAR & LACOPPE, 1968; Ha-
LEVY, 1963), y diversas fitohormonas como ci-
toquininas (TANIGUCHI etal.,1973; LEE, 1971a),
giberelinas (HALEVEY, 1963) y auxinas, inclui-
do el AIA (MINO, 1968). En muchos casos se
han observado variaciones paralelas de peroxi-
dasa (HALEVY, 1963; GASPAR & LACOPPE,
1968). Cabe destacar el amplio estudio realiza-
do sobre la modulacion se la actividad ATA-
oxidasa y peroxidasa por AlA y otras auxinas
sintéticas, como 2,4-D en callosde tabaco (LEE,
1971by 1972b). Dependiendo de la concentra-
cion de auxina, aumenta o disminuye la activi-
dad de diferentes isoenzimas AlA-oxidasa

La autorregulacién de su destruccién por el

propio AlA, puede ser de gran interés fisiol 6gi-
€O, ya que representaria un mecanismo de pro-
teccion frente a las concentraciones altas, y por
tanto toxicas, de esta hormona, circunstancia
gue puede producirse como consecuenciade in-
fecciones u otras situaciones patolégicas que
impliquen alteraciones de |la biosintesis o del
transporte del AlA.

En un trabajo anterior (SANCHEZ-BRAVO &
NURNEZ, 1990), se comprobd que la distribucion
de AlA-oxidasa a lo largo de los hipocétilos
etiolados de altramuz, es similar a la de AIA
(SANCHEZ-BRAVO et al., 1986), |o que sugiere
una posible regulacion de la actividad degrada-
tiva por el substrato. A fin de evaluar esta hi-
pétesis, en el presente trabajo se ha investigado
el efecto que producen las aplicaciones exdgenas
de AIA en la actividad AlA-oxidasa de hipo-
cdtilos etiolados de atramuz. El estudio se ha
realizado con plantas intactas tratadas por as-
persion con AlA, asi como con secciones incu-
badas en disolucion de AIA. Ya que las pe-
roxidasas vegetales purificadas son capaces de
destruir el AIA produciendo los mismos pro-
ductos de reaccion que |os extractos de hipocé-
tilos etiolados de altramuz (SABATER et al ., 1976
y 1983), y que las actividades AlA-oxidasa y
peroxidasapresentan distribucionesparalelas en
este 6rgano (SANCHEZ-BRAVO & NURNEZ, 1990),
también se ha estudiado el efecto producido por
los tratamientos con AlA en la actividad pe-
roxidasa.
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MATERIAL Y METODOS
CULTIVO DE LAS PLANTAS

Semillas de altramuz (Lupinus albus, L cv Bari,
Italia), se embeben en agua durante 24 h y se siem-
bran en vermiculita himeda a 24°C y oscuridad. Los
hipocétilos se marcan con tinta y €l crecimiento se
determina por el desplazamiento que experimentan
las marcas en periodos de 2 dias. Los datos de creci-
miento se expresan como alargamiento relativo
(SANCHEZ-BRAVO et al., 1986). En los ensayos con
plantas decapitadas, el hipocdtilo se corta 8 mm por
debajo de los cotiledones.

APLICACION DE AlA A LAS PLANTAS INTACTAS

Los hipocétilos se tratan por aspersion con diso-
lucién acuosade AlA o con agua (control). Mediante
un pulverizador se aplican 0,2 ml de disolucion por
cada cm de hipocdtilo, uniformemente sobre toda la
superficie del érgano. Para estudiar la influencia de
la cicloheximida, ésta se incorpora a la disolucién
utilizada para el tratamiento a una concentracioii fi-
nal de 0,1 g /1.

TRATAMIENTO CON AIA MEDIANTE INCUBA-
CION

Los hipocdétilos enteros o las diferentes zonas del
hipocdtilo, se incuban en disoluciones que contienen
tampon fosfato potasico 0,1 M pH 6,3y concentra-
ciones variables de AlA. En los ensayos control, la
incubacion se hace en tamp6n. La cicloheximida se
incorpora a medio de incubacion a una concentra-
cién fina de 0,1 g/ 1. Paralaincubacidii se utilizan 2
ml por g de peso fresco de hipocdtilo. Laincubacion
se lleva a cabo en oscuridad a 20°C.

PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO Y
DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES AJA-
OXIDASA'Y PEROXIDASA

Para cada tratamiento se utiliza una muestra uni-
forme de 7-10 plantas. Los hipocétilos (0 en su caso
las secciones) se homogenizan con mortero en cdma-
rafriaa4°C, utilizando tampdn fosfato potésico frio
0,1 M, pH 6,3 en la proporcion de 2 ml por g de peso
fresco. Las plantas 0 secciones tratadas (por asper-
sién o incubacion), selavan 3 veces con agua destila
daantes de ser utilizadas, afin de eliminar los restos
de AlA. El homogenizado se filtraa través de telay
e filtrado se centrifuga 20 min. a 20.000 x g en
centrifuga refrigerada. En el sobrenadante se deter-
mina el contenido en proteinas (mg/g de peso fresco)
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y las actividades AlA-oxidasa y peroxidasa, utilizan-
do los procedimientos descritos en un trabajo ante-
rior (SANCHEZ-BRAVO & NUREz, 1990). Las activi-
dades se expresan por g de peso fresco o por mg de
proteina (actividad especifica).

RESULTADOS

1. INFLUENCIA DEL AIA SOBRE LA ACTI-
VIDAD AIA-OXIDASAY PEROXIDASA EN
PLANTAS INTACTAS

En los extractos obtenidos a diferentestiem-
pos después de aplicar por aspersion unadisolu-
cion 10 M de AIA, se aprecia un aumento de
la actividad AlA-oxidasa6 h después del trata-
miento (tabla1). Despuésde 24 h, la actividad
disminuve hasta alcanzar valoressimilaresalos
de las plantas control. La actividad peroxidasa
oscila entre valores proximos a los de las plan-
tas control. La cicloheximida, inhibidor de la
sintesis protéica, anula el efecto producido por
e AlA alas 6 h, pero no modifica de forma
apreciablelas actividades medidasalas2y 24 h
de tratamiento. Experimentosrealizadosainter-
valos de tiempo diferentes a los de la tabla 1,
confirman que € efecto del AIA es pasgero,
por lo que en los ensayos sucesivos, se adoptd
como tiempo de tratamiento un periodo de 6 h.

TaBLA 1. Influenciadel AIA sobrelaactividad ATA-
oxidasa y peroxidasa en plantas intactas. Plantas de
17 dias de edad se tratan con disolucién 10 M de ATA
con (+C) o sin cicloheximida. A diferentes tiempos
detratamiento, |os hipocdtilos completos se homoge-
nizan determindndose las actividades en el extracto.
Los datos indican la actividad por g de peso fresco.

Influence of IAA on the IAA-oxidase and peroxidase activities in
intact seedlings. 17 old seedlings are treated with 10-* M TAA solu-
tions with (+C) or without cicloheximide. At different times after
treatment, the whole hypocotyls are homogenized and both activities

are measured in the extrat. Data indicate activity per g fresh weight.

Tiempo (h)  AlA-oxidasa Peroxidasa
0 14,5% 26,0*
2 13,0 24,5
2+C 135 27,0
6 18,5 27,0
6+C 7,0 18,5
24 11,5 ; 12,5% 19,5 ; 23,0*
24 +C 14,0 23,0

Datos correspondientes a plantas no tratadas.
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TABLA 2. Influencia del AIA sobrelaactividad AlA-oxidasa y peroxidasa en zonas con distinta localizacién
en el hipocdtilo. Plantas intactas de 8 6 18 dias de edad se tratan por aspersion con AIA 10 M con (+C) o sin
cicloheximida. 6 h después del tratamiento los hipocétilos se dividen en tres zonas de igual longitud (Apical,
A; Media, M; y Basal, B). Las plantas control se tratan con tampén. Se indica el crecimiento relativo (%)
experimentado por cada zona en las plantas control durante los dos dias posteriores. Las actividades se
expresan por g de peso freso.

Influence of IAA on IAA-oxidase and peroxidase activities in zones with variable localization aong the hypocotyls. 8 or 18 day old intat
seedlings are sprayed with 10+ M IAA solution with (+C) or without cicloheximide. After 6 h, the hypocotyls are divided into three equal
zones (Apical, A; Middle, M; and Basal, B). Control plants are treated with buffer. The relative growth (%) exhibited by each zone in
untreated plants during the posterior two day period is indicated.

TRATAMIENTO

Zona Control AlA AIA+C Edad
Crecim. AlA-oxi.  Perox. AlA-oxi. Perox. AlA-oxi. Perox.
A 50 40 32 42 34,5 48 35
M 25 10 18 10 19 6 18,5 | 8dias
B 0 9 26 14 21 9 25,5
A 7 25 23,5 33 24 24 20
M 0 18 21 29 19,5 19 18 18 dias
B 0 30 31 24 27,5 23 14,5
TABLA 3. Influenciadel AIA sobrelaactividad AIA- La tabla 2, muestra que €l efecto del AIA

oxidasay peroxidasaen hipocétilosincubados. A cada
edad, los hipocétilos completos de |as plantas decapi-
tadas (24 h antes de su utilizacion, D) o no decapitadas
(No D), se incuban en tamp6n (control) o en disolu-
cionesde AlA 10 0 10 M. Despuésde 6 h de trata-
miento, los hipocdtilos se homogenizan y se determi-
nan las actividades en el extracto. Los datos corres-
pondenalavariacidn de actividad respecto ddl control,
expresada como porcentaje de aumento (+) o dismi-
nucion (-) sobre la actividad medidaen el control.

Influence of IAA on IAA-oxidase and peroxidase in incubated
hypootyls. At each age, whole hypocotyls from decapitated (24 h
before use, D ) or frorn non decapitated (No D) plants, are incubated
in buffer (control) or in 10~ and 10-* M IAA solutions. After 6 h,
hypocotyls are hornogenized, and the activities are measured in the
extracts. Data correspond to the variation of activity relative to
the control, and are expressed as percentage of increase (+) or de-
rease (—) on the activity measured in the control.

B (d) AAoidm  Peoids

10 1073 10¢ 107
10 — 16,7 —— -10,0
15 -8,7 +478 -14,1 +296 NoD
20 -6,5 -250 -6,7 -17.8
10 — #1111 — 4175
15 +9.5 +143 +95 49,5 D
20 +11,9 4226 +14,6 +17,1

depende de la localizacionen e 6rgano y de la
edad de las plantas. En las plantas jovenes de 8
dias con crecimiento activo, sblo en la zona
basal sin crecimiento, se aprecia un aumento
importante de la actividad AlA-oxidasa, mien-
trasque en las zonas que crecen (apical y media),
las actividades no se modifican apreciablemen-
te respecto a las plantas control. A los 18 dias,
el hipocdtilo ha alcanzado précticamente su ta-
mafio definitivo, siendo ahoralas zonas apical y
media las que experimentan un aumento de la
actividad AlA-oxidasa en las plantas tratadas
mientras que en la zona basal se produce un
ligero descenso. La actividad peroxidasano ex-
perimenta variaciones apreciables respecto del
control.

La presencia de cicloheximida suprime el
aumento de Al A-oxidasaobservado en las plan-
tas tratadas, alcanzandose valores similares a
los de las plantas control.

2. VARIACION DE LA ACTIVIDADA AIA-
OXIDASA'Y PEROXIDASA EN SECCIONES
INCUBADAS EN AIA

Los primeros ensayos se realizaron con
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plantas no decapitadas, obteniéndose resultados
variables sin tendencias definidas. S6lo cuando
las plantas se decapitaban 24 h antes del trata-
miento, se encontraron resultados reproducibles.
En latabla 3 se indican |os resultados obtenidos
en los extractos correspondientes a los hipocoti-
los completos procedentes de plantas decapita-
das y no decapitadas de distinta edad, incuba-
dos en tampdn o AlA. En las plantas no deca-
pitadas, sblo se observa un aumento apreciable

,nyp AlA-oxidasa
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de actividad en |os hipocétilosde 15 dias, incu-
badosen AIA 10 M. En los restantes ensayos,
el tratamiento con AIA produce valores simila-
res (con 10 M) o inferiores (con 10 M) alos
delas plantas control. En las plantas decapitadas,
siempre se aprecia un aumento de actividad AlA-
oxidasa trés el tratamiento con AlA. Tanto en
las plantas decapitadas como en las no decapi-
tadas, las variaciones de peroxidasa son simila-
res alas de AlA-oxidasa
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FicUrA 1

Influencia de la decapitacion sobre el contenido en proteinas y las actividades AlA-oxidasa y

peroxidasa. En los extractos correspondientes a los hipocétilos de plantas decapitadas () 0 no decapitadas
([O) de 8 dias de edad, se determina, a diferentes tiempos (t) después de la decapitacion, el contenido en
proteinas (mg / g peso fresco), las actividades (por g de peso fresco) y las atividades especificas (por mg de

proteina).

Effect of decapitation on the protein content and on the IAA-oxidase and peroxidase activities. In the hypocotyl extracts obtained from
decapitated ( [l}) or non decapitated ([J) 8 day old seedlings, the protein content (mg / g fresh weight), the activities (per g fresh weight) and
the specific activities (per mg protein) are measured at different times (t) after decapitation.
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Lafig. 1 muestra el efecto producido por la
decapitacion sobre las actividades enziméticas
y €l contenido en proteinas.. En las plantas no
deapitadas de 8 dias, después de 24 h se produ-
ce un ligero aumento de AlA-oxidasa y protei-
nas, mientras que la peroxidasa no varia apre-
ciablemente. En las plantas decapitadas, |os
valores hastalas 10 h después de la decapitacion
se mantienen similares alos de las no decapita
das, pero después de 24 h, aungue se mantiene
€l contenido en proteinas, descienden las activi-
dades por g de peso fresco y més alin las activi-
dades especificas.

La presencia de cicloheximida modifica el
efecto del AIA, dependiendo de la concentra-
cion de éste (tabla 4). Con 10-% de AIA se
produce un aumento mayor del contenido en
proteinas que de | as actividades enziméticas, lo
que supone un descenso de las actividades es-
pecificas respecto del control. A esta concen-
tracion de AlA, la cicloheximida disminuye la
actividad por debajo de las plantas control. Con
10 M de AlA, €l contenido en proteinas no se
modifica respecto del control, pero el aumento
de actividades es similar a producido por 107
M, lo que supone un aumento de | as actividades
especificas. En este caso, la cicloheximida in-
crementa la actividad, y més ain la actividad
especifica. Si se considera la variacién de la
actividad especifica respecto del control, puede
concluirse gue la cicloheximida potencia la ac-
cién delahormona, esdecir aumentael descenso

TABLA 4.
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producido por 10 M e incrementa € aumento
producido por 10 M de AIA.

Teniendo en cuenta que en secciones incu-
badasen AlA, laconcentracion 10~ M estimula
el crecimiento mucho més quela 10* M (datos
no mostrados), de los resultados de las tablas 3
y 4 parece deducirse que la concentracion de
AlA 102 M puede resultar toxica para las sec-
ciones incubadas. Por esta razon, se utiliz6 la
concentracién 10 M de AlA en los posteriores
ensayos de incubacion.

Cuando se incuban en AlA secciones de hi-
pocdtilo con distinta localizacién en el érgano,
se producen cambios de actividad Al A-oxidasa,
gue dependen de la edad de las plantas utiliza-
das (fig. 2). A cadaedad, |os mayores aumentos
de actividad se observan en las zonas con poco
crecimiento y en sus adyacentes inferiores cuyo
crecimiento ha cesado recientemente ( en los 2
dias anteriores). Asi ocurreenlaszonasDy Ea
los9dias, lasC, y D alos1l diasylaC, alos
16 dias. Por €l contrario, las zonas con mayor
velocidad de crecimiento a cadaedad, muestran
unaclaradisminucion o un ligero aumento de la
actividad. Tal esel casodelaszonasC, y C, a
los 9 dias, laC, alos 11 diasy laB alos 16
dias. A medida que aumenta el tiempo transcu-
rrido desde lafinalizacion del crecimiento, las
zonas se hacen mas insensibles a la accion del
AlA, como ocurre con la zona E a partir de los
1lldias,ylaC, y D alos 16 dias. A los 20 dias,
el hipocdtilo ha alcanzado su tamafio final, y la

Influencia del AIA sobre el contenido en proteinas y las actividades AlA-oxidasa y peroxidasaen

hipocétilos incubados. Los hipocétilos completos de plantas decapitadas de 17 dias, se incuban en tampén
(control) o en disoluciones 10~ 0 10~* M de AlA, con (+ C) o sin cicloheximida. Después de 6 h de tratamiento
se obtienen los extractos en los que se determina el contenido en proteinas (mg/g de peso fresco), las
actividades (por g de peso fresco) y las actividades especificas (por mg de proteina).

Influence of IAA on the protein content and on IAA-oxidase and peroxidase ativities in incubated hypocotyls. Hypocotyls from 17 day old
decapitated seedlings are incubated in buffer (control) or in 10-* or 10 M IAA solutions with (+ C) or without cicloheximide. After 6 h the
extracts are obtained and the protein content (mg / g fresh weight), the activities (per g fresh weight ) and the specific activities (per mg
protein) are measured.

Tratamiento Proteinas Actividad Actividad especifica
AlA-oxi. Peroxi. AlA-oxi. Peroxi.
Control 2,52 275 16,0 10,9 6,3
AlA 107 3,25 30,5 17,5 9.4 5,4
Idem+ C 3,16 21.5 13,5 6,8 43
AlA 10* 2,51 30,0 19,0 11,9 7,5
Idem + C 2,23 37,0 18,0 16,6 8,1
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TaBLA 5. Influencia del AIA en la actividad pe-  distribucion de la variacion de AlA-oxidasa os-
roxidasa en secgiones incubagjas. Los .dat_os corres-  cilaalo largo del 6rgano.

ponden &l experimento de lafig. 2. Seindicael por- El efecto del AIA sobre la actividad peroxi-
centgje de variacion de la actividad respecto a10S  jasq es menos sistematico (tabla 5). A los 9y
ensayos control. 20 dias, las variaciones son similares a las de
Influence of IAA on peroxidase activity in incubated hypocotyl — AlA-oxidasa, pero la disparidad entre ambas

sections. Data correspond to the experiment in Fig. 2. The percenta- actividades es mayor a los 11 y 16 dias.
ge of the variation of activity in relation to the control is indicated.

Zona Edad (d)

DISCUSION
9 11 16 20
L osresultadosobtenidosindican que el AIA
B — — +7 -30 puede modular las actividades AlA-oxidasa y
C, -6 +46 +4 -13 peroxidasa en los hipocétilos etiolados de altra-
C, 0 0 -7 0 muz, y que su efecto depende de factores como
D +14 +8 +10 +13 la edad de la planta, la localizacion en el hipo-
E +32 0 +10 +5,5 cotilo de los tejidos y 1a concentracion de AlA.
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FiGura 2. Influencia del AlA sobrelaactividad AlA-oxidasaen seccionesincubadas. A 10s9 dias se marcan
con tinta los hipocétilos, delimitando 6 zonas (A, B, C,, C,, D y E). A cada edad se decapitan 8 plantas.
Después de 24 h se cortan las distintas zonas y seincuban en tampoén (control) o en disolucién 10~ M de AlA.
A las 6 h se obtienen los extractos en los que se determinan las actividades AlA-oxidasa (en la figura) y
peroxidasa (en la tabla 5). Para cada zona se representa la variacion de actividad respecto del control,
expresada como % de aumento (+) o disminucion (-), sobre la actividad medida en e control (o—o,
actividad). Seindicael crecimiento relativo experimentado por cada zona en las plantas intactas (*—¢), en los
dos dias posteriores a cada edad.

Influence of IAA on IAA-oxidase activity in incubated sections. At day 9, hypocotyls are marked with ink to delimit six zones (A, B, C,, C,,
D and E). At each age, 8 plants are decapitated. 24 h after decapitation, the zones are cut and then incubated in buffer (control) or in 104 M
IAA solution. The difference between the activity of the treated zones and that of the control is expressed as % of increase (+) or decrease
(-) of the activity measured in the control (0 — o, activity). The relative growth exhibited by the different zones in intact plants during the
posterior two day period at each age is indicated (s*—).



150

Es de destacar que el crecimiento de éste érga-
no también varia en funcion de estos mismos
pardmetros (ORTUNO et al., 1988 y 1990; SAN-
CHEZ-BRAVO et al., 1986).

El efecto transitorio producido por el trata-
miento por aspersion con AlA 107 M en las
plantas intactas (tabla 1), podria ser interpreta-
do como una respuesta defensiva de la planta
(aumento de la actividad degradativa) que le
permitiria destruir el exceso de hormona en sus
tejidos. La recuperacion alas 24 h de los nive-
les de actividad presentes en las plantas control,
asi parece confirmarlo.

Cuando se compara el efecto que produce la
incubacion en AlA deloshipocétilos completos
correspondientes a las plantas decapitadas y no
decapitadas (tabla 3), se comprueba que a los
20 dias, a aumentar la concentracion de AlA se
produce un aumento de actividad en las plantas
decapitadas y un descenso en las no decapita-
das, mientras que a los 15 dias, la actividad
aumenta sblo en las decapitadas. De ello se de-
duce en primer lugar que, dependiendo de su
concentracion, el AIA puede aumentar o dis-
minuir la actividad degradativa. Resultados se-
mejantes se han obtenido en diferentes mate-
riales, observandose un descenso de la actividad
AlA-oxidasa o peroxidasa cuando se utilizan
concentraciones altas de AlA (superiores a las
fisiol6gicas), y un aumento de las actividades
para concentraciones bajas de AIA (MINO, 1968;
LEE, 1971b). En segundo lugar, los datos de la
tabla 3 sugieren que el efecto del AIA exdgeno
puede variar dependiendo del nivel enddgeno
de auxina, que como se ha comprobado, varia
con la edad (SANCHEz-BrRAVO et al., 1986;
ORTUNO et al., 1990). Esta tltima es probable-
mente la razon por la que en los tratamientos
realizados con los hipodtilos completos de
plantas decapitadas no se observa descenso de
actividad (tabla 3), yaque a decapitar se suprime
la fuente enddgena de auxina (cotiledones y
meristemo apical), con lo que se interrumpe el
suministro de hormona a hipocétilo. El hecho
de que 24 h después de la decapitacion, se pro-
duzca un descenso de la actividad AlA-oxidasa
(fig. 1), asi como una reduccién apreciable del
crecimiento del rgano (SANCHEZ-BRAVO et al .,
en preparacion), podria ser atribuido en ambos
casos al descenso en el nivel de AIA endbgeno
producido por la decapitacion.

La interaccion entre el AIA exdgeno y en-
dégeno, puede ser la causa de la diferente res-
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puesta que presentan las distintas zonas del hi-
pocétilo tras el tratamiento con AlA. En las
plantas intactas (tabla 2), s6lo se observa au-
mento de actividad en las zonas sin crecimien-
to. En este caso, la concentracion 10~ M no
produce efectos téxicos, probablemente debido
a que la barrera epidérmica dificulta la entrada
del AlA. Similares resultados se consiguen con
secciones incubadasen AIA 10+ M (fig. 2), cuya
absorcion puede producirse méas facilmente a
través de las superficies de corte. Teniendo en
cuenta que la concentracién de AlA endbgeno
es mayor en las zonas y edades con crecimien-
to, € tratamiento con AIA exdgeno en estas
zonas permitiria alcanzar niveles altos de hor-
mona que provocarian un descenso de actividad
(tabla2 y fig. 2). Por el contrario, las zonas sin
crecimiento y por tanto con menor contenido
enddgeno de AIA, responderian a tratamiento
exdgeno, produciendo un aumento de actividad.

La capacidad derespuestaa AlA no es per-
manente ya que a aumentar la edad de las zo-
nas, éstas se hacen insensibles a tratamiento,
como es el caso de las zonas basales (fig. 2). La
respuesta oscilante observada en hipocétilos de
20 dias, es coherente con la distribucion ondu-
latoria de AIA observada a esa edad.

El efecto producido por la cicloheximidaen
aquellos ensayos en los que anula el efecto pro-
ducido por el tratamiento con AIA (tablas 1
y 2), sugiere que la hormona podria actuar in-
duciendo la sintesis «de novo» de las enzimas.
Por el contrario, algunos resultados muestran
un comportamiento paradéjico de la ciclohexi-
mida, potenciando el efecto producido por el
AlA (tabla4). Recientemente, se hacomprobado
gue la cicloheximida puede mimetizar el efecto
del AlA enlasrespuestasrapidasdel crecimien-
to (THEOLOGIS, 1986), asi como en la estimula-
cion de la sintesis de etileno (PEREZ-GILABERT
et al., en preparacion).

El hecho de que la actividad peroxidasa no
muestre siempre variaciones paralelas a las de
AlA-oxidasa, sugiere que aunque el AlA puede
modular la actividad peroxidasa, no todas las
isoperoxidasas tienen la misma capacidad para
degradar el AlA, como se ha demostrado en
diversos materiales (ENDO, 1968; SAHULKA,
1970; GASPAR et al., 1974), y también en hipo-
cotilos etiolados de altramuz (SABATER et al.,
1982).

En conclusion, los resultados de este trabajo
sugieren gue la correlacion observada entre la
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actividad AlA-oxidasay el crecimiento en hi-
pocétilos etiolados de altramuz (SANCHEZ-
BRAVO & NUNEz, 1990), puede originarse a
travésde la accién reguladoradel AlA enddge-
no, cuyos niveles estan igualmente correlacio-
nados con € crecimiento de este 6rgano.

BIBLIOGRAFIA

BAKARDJEVA, N. T. 1971. Competitive oxidation of
ascorbic and indoleacetic acids in the presence of
enzymes and on copper and iron ions. Comptes
Rendus de L’ Academie Bulgare des Sciences. 24
(10):1411-1414.

CoOMBES, A. J.,, LEEP, N. W. & PHIPPS, D. A. 1976.
Effects of copper on IAAoxidase activity in root
tissue of barley (Hordeum vulgare cv Zephyr).
Zeitschriftfur Pflanzenphysiologie, 80 (3):236-
242.

ENDO, T.1968. Indoleacetate oxidase activity of hor-
seradish and other plant peroxidase isozymes.
Plant Cell Physiol., 9:333-341

GASPAR, T. H, & LAcoPpPE. 1968.The effect of CCC
and Amo on growth, catalase peroxidase and in-
doleacetic acid oxidase activity of young barley
seedlings. Physiol Plant. 21:1104-1109.

GASPAR, T. H., DuBucqQ, M. & VAN HooF, P. 1974.
Des isoperoxydases specifiques de racines. Biol.
Plant., 16:237-240.

HaLEvY, A. H. 1963. Interaction of growth retarding
compounds and gibberllin on indoleacetic acid
oxidase and peroxidase of cucumber seedlings.
Plant Physiol., 38:731-737.

LEE, T. T. 1971a. Cytokinin-controlled indoleagtic
acid oxidase isoenzymes in tobacco calus cultu-
res. Plant Physiol., 47:181-185.

— 1971b. Promotion of indoleacetic acid oxidase
isoenzymes in tobacco callus cultures by indolea-
cetic acid. Plant Physiol., 48:56-59.

— 1972a. Interaction of cytokinin, auxin and gibbe-
rellin on peroxidase isoenzymes in tobacco tissues
cultured. Can. Jour. Bot., 50:2471-2477.

— 1972b. Changes in indoleacetic acid oxidase
isoenzymesin tobacco tissues after treatment with
2.4-dichlorophenoxyacetic acid. Plant Physiol.,
49:957-960.

MINO, Y. 1968. Studies on the destruction of indole-
3-acetic acid by species of Arthrobacter I. On the
induction of the enzyme responsible for the des-
truction. Plant Cell Physiol., 9:169-183.

ORTUNO, A., SANCHEZ-BRAVO, J., ACOSTA, M. &
SABATER, F. 1988. Growth distribution in etiola-
ted hypocotyls of Lupinus albus. Biol. Plant.,
30:268-274.

CAMBIOSACTIVIDAD AIA-OXIDASA

151

ORTUNO, A., SANCHEZ-Bravo, J, MORAL, J R,
ACOSTA, M. & SABATER, F. 1990.Changes in the
concentration of indole-3-agtic acid during the
growth of etiolated lupin hypocotyls. Physiol.
Plant., 78:211-217.

SABATER, F., ACOSTA, M. & SANCHEZ-Bravo, J.
1982. Catabolismo auxinico: Papel de las peroxi-
dasas vegetales. In: Estudios sobre Biologia.
Editorial de la Universidad Complutense. Ma-
drid.

SABATER, F., CUELLO, J, SANCHEZ-BrAvo, J. &
AcCOSTA, M. 1976. Absence of biological activity
in oxidation products of indoleacetic acid. Biol.
Plant., 18 (6):460-463.

SABATER, F., ACOsTA, M., SANCHEZ-BRAVO, J.
CUELLO, J. & DEL Rio, J. A. Indole-3-methanol
as an intermediate in the oxidation of indole-3-
acetic acid by peroxidase. Physiol Plant., 57:75-
78.

SAHULKA, J. 1970. Electrophoretic study on peroxi-
dase, indoleacetic acid oxidase and o-dipheno-
loxidasefractionsin extractsfrom different growth
zones of Vicia faba L. roots. Biol. Plant., 12
(3):191-198.

SANCHEZ-BRAVO, J., ORTUNO, A., ACOSTA, M. &
SABATER, F. 1986. Distribution of indole-3-ace-
tic acid in relation to the growth of etiolated Lu-
pinus albus hypocotyls. Phisiol. Plant., 66: 509-
514.

SANCHEZ-BRAVO, J. & NUREZ, C. 1990. Distribucion
de AlA-oxidasa y peroxidasa en hipocétilos
etiolados de Lupinus albus, L. Relacién con €l
crecimiento. Anales de Biologia 16, Biologia
Vegetal, 5): 137-142.

SANCHEZ-BRrRAVO, J, ORTUNO, A., BoTia, J. M.,
ACOSTA, M. & SABATER, F. 1990. The role of
indoleaeti acid polar transport in the growth of
etiolated hypocotyls of Lupinus albus L. (en-
viado)

PEREZ-GILABERT, M., ORTUNO, A., ACOSTA, M. &
SANCHEZ-BRAVO, J. 1990. Variationsin ethylene
production rate, ethylene forming enzyme activi-
ty and l-aminocyclopropane-1-carboxilic acid
content during the growth of etiolated hypocotyls
of Lupinus albus. (enviado)

TANIGUCHI, M. YAMAGUCHI, M. & SATOMURA, Y.
1973. Regulation of IAA metabolizing enzymes
in plants by an anti-auxin, 3-(4-Phenylcarbotysi-
loxy) acetic acid. Agricultural and Biological
Chemistty, 37(4):819-826.

THEOLOGIS, A. 1986. Rapid gene regulation by auxin.
Ann. Rev. Plant Physiol., 37:407-438.

TOMASZEWSKI, M. & THIMANN, K.V. 1966. Interac-
tions of phenolic acids, metallic ions and chela-
ting agents on auxin-induced growth. Plant Phy-
siol., 41 (9):1443-1454.



