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INTRODUCCION



La actividad metab6lica de las semillas dﬁrante la laten~
cia y la germinaéidn estd regulada principalmente por las fi-~
tohormonas. Un balance exacto entre las hormonas de inhibi-
cién y las promotoras del crecimiento es fundamental para el

control de estos procesos.

Este trabajo puede ser la primera etapa de un estudio am-
plio de los cambios que sufren los fitorreguladores durante
todos los procesos metabﬁlicos de las plantas durante su desa-
rrollo. El objetiveo inicial de este trabajo, fue determinar
el contenido de &cido giberélico (GA3), &cido 3~indolacé&tico
(AIA) y &cido abscisico (ABA) durante la germinacifn de semi-

l1las de mafz (Zea mays).

Se propone un mé&todo para determinar los tres biorregula-
dores éimult&neamente. Se estudiaron los parametros que in-
fluyen en la extracci6n y separacidn_de estos compuestos. me-
diante cromatograffa de intercambio iénico; se establecieron
los limites de deteccién de los fitorreqguladores por cromato-
graffa liquida de alta eficiencia (HPIC) y se midié su conte-~
nido en los genotipos H-30 y H-32 (descritos como resistentes
a la germinacién prematura), en el genotipo H-139 (descrito
como susceptible a la germinacién prematura) (1), asf como en

mafz en proceso de maduracién.



Los contenidos de 4cido indolac&tico y &cido giberé&lico en
mafz en proceso de maduracién son altos, mientras que en semi-
llas latentes y durante la germinacién los contenidos de estos

biorreguladores estdn por debajo de los limites de deteccibn

de este método.



ANTECEDENTES




LATENCIA Y GERMINACION

La latencia y la germinacifén son dos estados fisioldégi-
cos en el ciclo de vida de los vegetales que est&n intimamen-
te relacionados. La latencia es una fase en la cual los vege-
tales detienen su desarrollo bajo la forma de semillas o en
algtn otro Srgano de la planta, como respuesta de adaptacién
a condiciones ambientales desfavorables {(2). La germinacidn
se ha definido como la fase en la cual da término el estado
de latencia, con la aparicifén de la radfcula a través de la
cutfcula de la semilla (3). El paralelismo que hay entre los
diferentes 6rganos de la planta durante el periodo de laten-
cia, sugiere un mecanismo com@n inwolucrade en este estado. Se
han propuesto dos hip6tesis para explicar el estado de la la~
tencia: la primera hip&tesis asume que la regulaci6n de la
latencia es principalmente hormonal y la segunda dice gque se
debe a una disminucién en el intercambio gaseoso. Se tienen
evidencias de que los altos requerimientos de oxfgeno de
ciertas semillas se debe a los inhibidores de la germinacién,

por lo que se han relacionado estas dos hip6tesis (2).

Los factores mds importantes que afectan los estados de
latencia y germinaci6én son: luz, temperatura, humedad y

aereaci6n. La luz y la temperatura afectan en diferente



forma la latencia y lé getmiﬁééiéﬁ Ae las semillas: en algunas
el efecto es positivo, tél es él caso de las semillas de cli-
mas tropicales; sin embargo cn semillas de plantas de climas
templados tienen un efecto contrario. La captacib6n del oxige-~
no y del agua por las semillas estd determinada por la natura-
leza de la cutfcula que recubre a la semilla y &sto depende de
la especcie de que se trate, por ejemplo las semillas de las
leguminosas presentan una cubierta muy impermeable al agua y
al oxfgeno y necesitan un periodo bastante largo en el suelo
hGmedo para gue se rompa la cutfcula bajo la accifn de los mi-
croorganismos del suelo o mecdnicamente para poder captar es-

tos elementos (2).

Las semillas tienen un bajo contenido de agua y necesitan
cantidades considerables para iniciar la germinacién, por lo
queAabsorben agua por imbibicifn; esta caracterfstica se debe
a la presencia de sustancias coloidales en las semillas, prin-
cipalmente protefnas y almidones (2), la imbibicién de agua
hidrata la semilla activ8ndose de esta forma los sistemas me-
tabﬁlicos que inician el crecimiento del embri6n (4). Uno de
los cambios méds notables que ocurren cuando las semillas esté&n
en condiciones favorables para la germinacifn es un incremento
répido en la respiracién durante las primeras horas.

' Debido a una baja’ concentracitn de oxigeno que existe en



las semillas, parece haber respiracién anaerfbica, glucOlisis
anaerSbica y fosforilacién glucolftica, &sto se observa por

la incorporacibn de fosfato inorgénico del medio (2). Otro
hallazgo es el hecho de que en semillas secas de frijol el ATP
esta ausente y aparece répidamente después de la imbibicibn,
asf también aparece la respiraci6n aerBbica la cual no est§
activa en semillas secas, pero incrementa gradualmente con el

progreso de la germinaci6n.

Se ha demostrado que la via de las pentosas, la cual es
una ruta alternativa en el metabolismo de los carbohidratos es-
t4 activa en semillas de frijol en las primeras horas de imbi-

bicién.

Aungue la actividad de ciertas enzimas se ha podido de-
mostrar en semillas secas, en general hay un marcado incremen-
to en la actividad enzimitica durante la germinacién. Para
algunas enzimas el incremento en su actividad se debe a la
conversifn de una forma inactiva a una forma activa, también
es claro que hay una sintesis de novo de muchas enzimas tal .
como lo demuestran los efectos de los inhibidores de la sin~-
tesis protéica, ejemplo, el cloramfenicol. También se mostrs
que la formacién de c-amilasa es inhibida por la cicloheximi-

da (interfiere en la sintesis protéica) y por la actinomicina



(interfiere en la sintesis de RNA} (2).

En resumen, al penetrar el agua a la semilla se desenca-
denan los procesos biogufmicos que cubririn las necesidades
nutricionales del embrién: activacién de enzimas gue metabo-
lizardn sustratos almacenados en el endospermo, sinte_sis de
prote;nas y de dcidos nucléicos para la expresién gené€tica del

embrién.



LOS REGULADORES DEL CRECIMIENTO EN LA GERMINACION

Se han reconocido cinco clases de hormonas en las plantas:
citocininas, auxinas, etileno, giberelinas y 4cido abscisico
(5). En el presente trabajo solo se estudiaron el GA;, AIA Yy
ABA, por tener la propiedad de ser &cidos, lo que determina la
posibilidad de ser analizados simult&neamente mediante un mis-

mo método.

En diferentes estudios se ha mostrado el papel de cada uno
" de estos compuestos en relacién con la latencia y la germina-
cién. Las auxinas, citocininas, giberelinas y etileno actdan
como promotores y el &cido abscfsico como inhibidor de la ger-
minacién. Las giberelinas y el &cido abscisico parecen ser

los m&s importantes en el control de este proceso (5).

Se ha demostrado (6), (3), gque el AIA mantiene el estado
de latencia y que las citocininas revierten este estado, pro-
moviendo la germinacifén, estos experimentos se realizaron in-
cubando semillas de lechuga con kinetina (citocinina sinté&ti-
" ca), a 32°C, observandose una mayor cantidad de semillas ger-
minadas que en . preparaciones con agua destilada, este nGmero -

se increment6 aun mis al agregar GA3 y etileno al medio, con

lo que se concluy6 que estos compuestos estfn I{ntimamernte



relacionados con el proceso de la germinacién. Se observo due
la kinetina promueve la produccibn endbégena de etileno (7), el
cual estimula la germinacién de las semillas almacenadas. de ave-
na, auncgue el mecanismo por medic del cual funciona todavia es
muy discutido (8), (9). En otros experimentos se demostrd due
el etileno incrementa la sintesis de la enzima a-amilasa en
aleuronas de avena y gque esta actividad se eleva aun mis cuan-

do se adiciona GA3 al medic (10), (11).

En este trabajo se determind la variacién del 4cido indol~
acético, giberelinas y &cido abscisico, durante la germinaci®n,
como una aportacién al conocimiento basico de este proceso; lo

gue se discutirid mis adelante.



AUXINAS

Se ha discutido mucho sobre el papel que juegan las auxi-
nas en el proceso de la germinacifén de semillas, principalmen-
te se ha estudiado el 4cido 3-indolacético (AIA) fig. 1 y com-
puestos conjugados de este &cido tales como indolacetilinosi-
toles y ésteres formados con azficares como la arabinosa y ga-
lactosa (12). Se ha demostrado que el AIA estd presente en
todos los tejidos vegetales, principalmente en Srganos de ma-
yor crecimientoc. E1 AIA se encuentra en dos formas, libre y
conjugada, siendo la forma libre la activa y la conjugada 1la
forma inactiva, esto sugiere un mecanismo de regulacibn para
la liberacién de la cantidad de hormona reguerida para deter-
minada fase de crecimiento de la planta, se ha propuesto un
mecanismo de hidrélisis enzimgtica para la regulacifn del AIA,
otro mecanismo puede ser la degradaciﬁn por oxidacién enzimi-
tica o por foto-oxidacién, dando como producto el 3-metileno-

xindol el cual es inactivo (13)-.

La acciféin biol6gica de las auxinas endSgenas se manifies-
ta como la estimulacién de la elongacibn celular, observandose
crecimiento de los tejides de los diferentes Srganos de toda
planta (2). Epstein (14) observd que los compuestos conjuga-

dos del AIA se forman cuando las semillas estdn madurando y
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son hidrolizados durante el proceso de la germinacién cbn,lo
cual pudo demostrar que las formas libres son las activas. En
estudios sobre la variacién en el contenido de AIA durante la
germinacitn de semillas de maiz, se encontrd que la concentra-
cién del AIA se eleva durante las primeras horas después de co-
locar las semillas en un ambiente hfmedo, alcanzando una con-
centracidén méxima despué€s de 32 horas de incubacién volviendo
a disminuir después de este periodo, concluyendo que el AIA
tiene un papel muy importante en el control de la germinacién
de las semillas (15). Otros experimentos demuestran que el
contenido de AIA en semillas de mafz varia durante la fase de
maduraci6n del grano, obser&ndose una marcada elevacién en el

mes de septiembre, disminuyendc lentamente después de este

periodo (16).

O H

Fig. 1. (AIA)
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GIBERELINAS

Se ha propuesto que las giberelinas son los fitorregqula-
dores m&s importantes en la regulacién de la germinacién (17},
se conocen cincuenta y dos giberelinas diferentes (18), que se
designan por un nfimero suscrito (GAI"' GA52), algunas fueron
'aisladas del hongo Fusarium heterosporum también llamado Gibe-
rella fujikuroi y otras de plantas superiores (2). Todas las
giberelinas tienen actividad biol6gica similar, aunque los
bioensayos y otros estudios se realizan reqularmente con GA3
fig. 2, por ser la.giberelina mis comercial (17). Una serie
de estudios sobre las giberelinas han demostrado algunas de
sus funciones en el metabolismo de las plantas y semillas, es-
tas son algunas de ellas: activan las hidrolasas especialmen-
te la a~amilasa, activan las proteasas y la RNA polimerasa, e
interrumpen el estado de latencia en las semillas (19). Otros
estudios demostraron que en el endospermo de las semillas de
cebada se produce la enzima c-amilasa en respuesta a la adi-
cién de GA3, esto confirma que el almidén que Eontienen las
semillas, se degrada por accifén de esta enzima para ser utili-
zado en la producci6én de energfa necesaria para el procesb de
la germinacién, concluyendo que GA3 es un inductor de la ger-

minacién. Jarvis y col., encontraron que la adicién de GA3 a
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las semillas causa un incremento en la incorporacién de fosfa-
to radiactivo (P32) en el RNA por accibn de la RNA polimerasa,
esto concuerda con la hip6tesis de que la latencia es un esta-
do de represibén genética (20). En otro experimento se observé
que GA3 promueve la sfntesis protefca despu&s de cuatro horas
de imbibici6n, esto favorece la germinacibn de las semillas,

también se vio que al agregar ABA se reduce este aumento dis-

minuyendo asi la capacidad de germinar (3).

; Eig°g2f
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ACIDO ABSCISICO

El 4cido abscisico (ABA) fig. 3 es una hormona natural
de las plantas, e inhibe su crecimiento. Fue aislado primero
de plantas de algod8n y posteriormente se ha identificado en
mds de treinta especies de vegetales (17). Se ha observado
el efecto que produce el ABA sobre el proceso de la germina-
cién en semillas de Eragrotis curvula, encontrdndose los si-
guientes resultados: inhibe la germinacién de las semillas,
prolonga el estado de latencia, inhibe la sintesis de la en-
zima o-amilasa e incrementa la actividad de las enzimas aspar-
tatoaminotransferasa (GOT) y la alaninaminotransferasa (GPT},
manteniéndose constante la actividad de la peroxidasa; todas
estas enzimas estan relacionadas con la germinacién (21). En
otros estudios se determiné el coeficiente de velocidad de
germinacién en semillas maduras de lechuga y se encontrd que
este coeficiente disminufa cuando se incubaron las semillas
con el ABA, también observaron que la concentracifn del ABA
disminuye conforme maduran las semillas, incrementandose asf
la capacidad para germinar (22). En otros trabajos se deter-
mino la variacién del contenido de ABA en semillas de frijol
durante su desarrcllo, en el periodo de maduracién y en el
proceso de germinacifn. El desarrollo de las semillas, el

cual dura aproximadamente cuatro semanas y media, se caracterizé
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por un incremento en el peso fresco, peso seco y, un aumento
en la concentraci6n de ABA libre, el cual se calcul6 en ng
ABA/semilla o en ng por gramo de peso fresco, en este periodo
se imbibieron las semillas y no hubo germinacién debido a la
alta concentracién de ABA. La fase de maduracién de las se-
millas se caracterizé por que presentaron peso seco constante
y una disminucién gradual en el contenido de ABA libre, aumen-
tando paralelamente la capacidad de germinacién. Posteriormen-
te en el proceso de la germinacifn, hubo un descenso acelerado
en el contenido de ABA durante la fase Lag (esta se define co-
mo la relacién que hay entre la madurez de la semilla, el con-
tenido de ABA libre y el tiempo necesario para germinar).
Ademis se vio que bastaba separar las semillas maduras de la
vaina para activar el catabolismo del ABA en los cotiledones,
ya que es en esta parte donde se encuentra el 95% del ABA 1li-
bre, 2.5 % en la cubierta y menos de 0.1 ng fue detectado en el

embribén (23).

Los efectos inhibitorios del ABA durante la qerminaéién
son revertidos por GA, y kinetina, este estudio se realizf en
semillas de lechuga intactas y en el embridn con un tratamien-
to previo con ABA, observ&ndose en ambas parte que la adicién
de GA3 y kinetina revertfa la inhibici6én del crecimicnto radi-

cular y expansién de los cotiledones, producida por el ABA

(24).



o Pig. 3. (ABA)
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METODOS PARA EL ANALISIS DE SUSTANCIAS REGULADORAS

DEL CRECIMIENTO EN PLANTAS

BIOENSAYOS

Los biocensayos han sido esenciales en el descubrimiento y
la subsecuente identificaci6én de los biorreguladores. Pero,
debido a su limitada sensibilidad y selectividad, estos méto-
dos no pueden ser usados como anilisis precisos. Estas des-
ventajas los hace inadecuados para una determinacién répida y
cuantitativa de pequefas cantida&es de biorreguladores en ex-

tractos de plantas (25).
ENSAYOS INMUNOLOGICOS

Las técnicas inmunol6gicas por tener alta sensibilidad,
alta selectividad y requerir de una minima purificacién de las
muestras, se pueden comparar con el mejor método fisicoquimi-
co. Estos métodos requieren de la formacidén previa de un an-
ticuerpo dirigido al compuesto de interés. Al igual que las-
hormonas animales, las fitohormonas son de peso molecular muy
bajo para poder ser reconccidas por el sistema inmunolégico
de algtin animal huésped y estimular la formaci6én de anticucr-

pos especificos, necesariamente se tienen que unir covalente-
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pos especificos, necesariamente se tienen que unir covalente-
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mente a una molécula grande y pesada, usualmente protefnas.
En los estudios inmunolégicos para determinar fitohormonas
se ha utilizado protefnas de origen animal, principalmente
albGmina sérica bovina (BSA) (26), (27) y alblmina sérica
humana (HSA) {28), para conjugarlas con las fitohorm;nas.
En todos los casos las fuentes productoras de anticuerpos

han sido conejos.

La posicién en la que se une la protefna a la fitoﬁormo-
na es determinante para la selectividad del anticuerpo for-
mado. En unos trabajos se preparo el complejo AIA-BSA
uniendo la albGimina en el grupo carboxilo del AIA, el anti—.
cuerpo formado mostré baja sensibilidad reguiriendo mas de
1.0 ug de AIA vara poder reaccionar. En contraste con otros
experimentos en los que se uni6 la BSA al &tomo de nitr6geno
del indol, se obtuvieron anticuerpos con mayor‘sensibilidad
para reaccionar con 0.2 ng de AIA. Estos ensayos inmunols-
gicos ofrecen un método altamente sensible para el anflisis
de las fitohormonas, su principal desventaja es el largo pro-

ceso para la obtencifn de los anticuerpos especificos (25).

METODOS FISICOQUIMICOS

La cromatograffa de gases, la cspectromgﬁrga de masas,

en ensayo espectrofluorométrico (especificd;p;igﬁAIA)‘9 1a
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cromatograffa de 1lfquidos de alté bte§16ﬁ;fsohfib§.métodos

que actualmente estdn haciendo grandes contribuciones al estu-

dio de las hormonas vegetales‘(2§)i
CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)-DETECTORES

La cromatograffa de gases es una técnica en la gue nece-
sariamente se tiene gue formar un derivado voldtil de los fi-
torrequladores; es un método eficaz y seguro para el anflisis
de estas sustancias. En la CG se han utilizado dos tipos de
columnas: las columnas capilares recubiertas y las columnas
empacadas convencionalmente. Las columnas capilares recubier-
tas proporcionan eficiencias de 10 mila 100 mi) platos tebri-
cos, dependiendo de la longitud de estas, este tipo de colum-
nas se han utilizado para el andlisis de AIA y ABA metilados

(30), (31).

Las fases estacionarias no polares m&s utilizadas son:
SE 30, Ov-1, OV-101; de polaridad intermedia: OV-17, todas
usadas para la separacién de las fitohormonas (32). Los 1lf-
mites de deteccién utilizando esta técnica depende mucho del

tipo de detector que se utilice.

Detector de -ionizacifn de flama. Estos detectores iden-

tifican cualquier compuesto que se -ionice sobre una”flama,
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por 1o que son poco selectivos. La capacidad de deteccién es

de 1.0 ng aproximadamente.

Detector de captura de electrones. Este tipo de detec-
tor solo responde a aquellos compuestos con &tomos electrone-
gativos, por ejemplo: compuestos halogenados y ciertos hidro-
carburos aromdticos. Es un detector altamente selectivo y
muy sensible, en columnas empacadas puede detectar de 5 a 10
pg por iyeccién de Met-ABA (33), y en columnas recubiertas se
puede detectar hasta 0.3 pg. Otros fitorreguladores han sido
derivados con hal&genos en el grupo carboxilo para poder ser
detectados por CG-CE, estos son algunos de losderivados: Tri-
cloroetil ester AIA (34), heptafluorobutiril AIA metil ester
(35), (36), indol-3-pentafluorobencil ester (37), trifluoro-
acetil ester metil GA3 (38) . La derivatizacién con compues-
tos halogenados de los fitorreguladores incrementa la sensibi-

lidad pero disminuye la selectividad del detector.

CROMATOGRAI'IA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS
(CG-EM)
El espectrfmetro de masas es el detector mis selectivo
aue puede ser acoplado al cromat&grafo de gases. . La uniéh‘;r

del CG y el EM combina el poder:de separacién del CG yriﬁide-'
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teccibn selectiva del EM. Los compuestos se invectan en el
espectrfmetro y se fragmentan en iones pequefios por medio de
impacto electrénico, con electrones de alta energfa, estos
fragmentos ionizados se separan y se analizan en base a su
maéa y carga eléctrica, la presencia de fragmentos especifi-
cOos Yy sus concentraciones re1a£ivas proporcionan un espectro
de masas el cual es especifico para determinado compuesto.
Un espectro puede ser comparado con otro de referencia de un

compuesto conocido para identificar la sustancia problema (39).

Esta técnica requiere de muestras altamente puras y voli-
tiles, todas las fitohormonas excepto etileno deben ser deri-

vados en compuestos volAitiles para ser analizados por CG-EM.

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS A ALTA PRESION (HPLC)

Los primeros informes sobre el andlisis de fitohormonas
utilizando la técnica de HPLC, muestran las ventajas que ofre-
ce: gran poder de resolucién, capacidad para separar cantida-
des de muestra, se recobra una buena cantidad de muestra v la
gran rapidez con la que se obtienen las separaciones (menos
de 30 min). La tecnologfa de los equipos de HPLC ha aﬁaﬂzédo
rédpidamente al grado de gue se obtienen eficiencigs de _mis de
50 mil platos tebSricos de resolucibén. Existe una gran §§rie*

dad de empagues utilizados en las columnas' cromatogréficas,
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los cuales determinan la forma de separacién de las fitohormo-
nas. La HPLC en fase reversa ha sido adoptada como método

para el andlisis de los fitorreguladores. El material m&s uti-
lizado para empacar las columnas es octadecilsilano (0DS & €18},
el cual consiste en una cadena de dieciocho carbonos unida a
microparticulas de sflice (25). Algunas publicaciones descri-
ben el uso de otros tipos de empaques tales como C2 (40) para
citocininas; grupos fenilos para citocininas (41) y ABA (42);
grupos amino para ABA (43); y grupos nitrilo para derivados de
giberelinas (44). Se han usado otras formas de HPLC en el an&-
lisis de las fitohormonas, por ejemplo, cromatograffa de exclu-'
sién, que se basa en el tamafio de las moleculas; intercambio
i6nico, usado para el anilisis de AIA (43), (45), ABA (46) y
citocininas (47). Desafortunadamente los empagues de las colum-
nas de intercambio ifnico no son estables como otros empaques
utilizados en HPLC. Otra modalidad es la cromatograffa por
adsorcitn, la cual utiliza sflica gel, este método se ha usa-
do para el andlisis de ABA en extractos de plantas altamente
purificadas (43) y para esténdares de citocininas (40); Se han
descrito algunas separaciones de giberelinas utilizando sflice
modificada por sililacién {con cloruro de trimetilsilano) o

argentacién (tratamiento de la silice con AqNO3) (48), (49)i

Detectores utilizados en HPLC.lVEl detector de UV es:

mis comunmcnte usado. Si se usa~esté<£ipo de ‘detector.
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considerar la selectividad parcial del método; debido a que a
la longitud de onda a la gque absorben las fitohormonas tam-
bién absorben muchos otros compuestos. Los limites de detec-
ci6én que se han publicado para ABA a 254 nm estdn en el inter-
valo de 0.5 a 5.0 ng por inyeccién (43), 4 ng de citocininas

a la misma longitud de onda (50) y de 5 a 20 ng de ATIA a 280
nm {(45). El uso de columnas mis eficientes amplfa el interva-
lo de deteccibn. Las giberelinas absorben radiacién ultravio-
leta solo abajo de 220 nm, por lo que se han hecho derivados
que absorben a 254 nm, detectdndose 5 ng del derivado. Un
problema asociado con la derivatizaci6én de las giberelinas,

es que otros compuestos presente en la muestra también reac-

cionan con el reactivo interfiriendo con el anflisis.

La deteccién de la fluorecencia de los fitorregulado-
res, especialmente indoles, ofrece gran selectividad, y sensi-
bilidad mayor que en detectores de UV (45), (51). La fluore-
cencia natural del AIA y otros indoles, permiten la deteccién
sin la necesidad de formar un derivado; este &cido se ha de-
tectado fluorométricamente entre 10 y 20 pg (51). Es posible
preparar derivados fluorescentes de las otras fitohormonas
para aumentar los lfmites de detecci6n de estos compuestos;

El uso de ester metoxicumarflico de algunas giberelinas faci~

lita su deteccién en cantidades de 5 pg (25).



* OBJETIVOS'
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Estudiar la posibilidad de cuantificar &cido absci-
sico (ABA), &cido giberélico (CAS) y 8cido 3-indol-
acético (AIA) simultancamente mediante un solo ex-
perimento utilizando cromatograffa de intercambio
iénico y cromatograffa lfquida de alta eficiencia

(HPLC) .

Establecer los limites de deteccifn de estos biorre-

guladores por este método.

Utilizar el método para determinar los niveles de

biorreqguladores en semillas de mafz de los genoti-

'pcs H-30, H-32 y H-139, durante la germinacién.



MATERIALES Y METODOS



Los reactivos:iuti

Acido giberélico (GAj)'Pfizcr, S.A.
Acido 3~indolacético de Sigma Chemical Co.

Acido abscisico de Sigma Chemical Co.

Polivinil pirrolidona de Quimica Farmacéutica Latina, SN

Dietilaminoetil celulosa de Sigma Chemical Co.
2,6-diterbutil p-cresol de Sigma Chemical Co.

Dietil ditiocarbamato de sodio de Sigma Chemitalyéo;
Hidréxido de potasio JVC V
Hidr6xido de sodio JVC

Acido Clorhfdrico

Acido acético

Acetato de amonio Técnica Quimica, S.A. -

Soluciones

Sol. KOH 0.1 N

Sol. HCL 1 Ny 2 N

Ssol. NH,OAc 0.1 M y 0.01 M pH 6.5
Sol. CH,COOH 1.5 M

Sol. NaOH 0.1 M

- ‘Aparatos

Balanza analftica Mettler HBO
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Balanzsfmiéfahénaiitica Pe;kin—Elmet’5Dr2i~Autobaiaﬁqe~
Balanza éranataria Ohaus ' |
Centrifugé clinica

Molineo manual

Agitador magnético

Potencidmetro

Bomba de vacio Sargent Welch ddblé}sgii
Estufa de vacio Heraeus o
Cromat&grafo de liguidos Water Assoc.rcon’aos Bbmbaé dehaita
presién, un programador de flujo de solventes M-GGO, un in-
yector universal M-U6K y un médulo de compresién radial
RCM-100 con una columna Radial-Pak de octadecilsilano

(10 cm x 8 mm D.I.)

Espectrofotfmetro UV-VIS-~IR Perkin-Elmer LC-55

Banco de datos SIGMA-10 Perkin-Elme;

Material biolégico

Se usaron semillas de mafz (Zea mays) de los genotipos H-30,
H-32 y H~139, donadas por el Dr. Joaquin Ortiz Cereceres del

Centro de genética del Colegio de Posgraduados de Chapingo.

GERMINACION DE LAS SEMILLAS

En.cajas petri se colocaron 50 semillas entre dos capas

da papeL,Eiltfo‘h@medeéid§h6§hf2bVhl'dé agua destilada, se




incubaron las cajas a 25°C en la oscuridad durante 24 hrs.
tomaron muestras para hacer las determinaciones a las cero,

seis, doce y veinticuatro hrs de germinacién.

26
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PREPARACION DE LA POLIVINIL PIRROLIDONA (PVP)

La PVP se prepar6 segin el método propuesto por Morris
(52). En un vaso de pp. de 400 ml se colocaron 69 g de PVP
y se anadieron 50 ml de una solucifn de HC1 2 M, se homogeni-
z6 y se filtr6 rdpidamente en un blichner con papel de filtra-
cibn r8pida, se lav6é inmediatamente con 500 ml de agua desti-
lada para eliminar el exceso de &cido. Se adicionaron 40 ml
de una sol. de NH4OAc 0.01 M hasta ajustar el pH de la PVP a

6.5.

FORMACION DEL ACETATO DE DEAE-CELULOSA (DEAE)

En un vaso de pp. se colqcaron 50 g de DEAE-celulosa y
se adicionaron 500 ml de una sol. de HCl 1N, se filtr6 répi-
damente en un biichner con papel de filtraci6n r&pida, se la-
v6 con 1000 ml de agua destilada para remover el exceso de
dcido; se adigionaron 500 ml de una sol. de KOH 0.1N, se
homogeniz6 la suspensién y se filtx6 rdpidamente; se lavSé con
1000 ml de agua destilada para eliminar el exceso de base.
Este procedimiento se efectul tres veces y se recomienda que
en cada paso sea minimo el tiempo de contacto entre la DEAE-
celulosa y las soluciones. Posteriormente se le adicionaron
250 ml de dcido acético glacial, se filtr§ y la DEAE-celulosa
se lavé tres veces con 300 ml de metanol R.A. para eliminar

el exceso de 4cido acético (53).




28

EMPACADO DE. COLUMNAS

Las columnas se hicieron de vidrio segfin el esquema No. 2.
Se empacaron colocando 0.05 g de algodén en la punta. Se hi-
cieron suspensiones con 0.5 g de PVP en 20 ml de una sol. de
NH4OAc (0.01 M, pH 6.5), y 0.5 g de DEAE~celulosa en 20 ml de
la misma solucibén, es muy importante equilibrar la DEAE-celulo-
sa a pH 6.5, por lo que se tuvo gue ajustar el pH con una sol.
de NaOH 0.1N, dejando reposar la suspensién 30 min. Se pasa-
ron las suspensiones a las columnas lo mds uniformemente posi-
ble, se agregaron 5 ml m&s para arrastrar todo el contenido del
vaso a la columna. Se colocaron las columnas en serie dejando
la de PVP en la parte superior y la de DEAE-celulosa ern la par-
te de abajo, por este sistema se pasaron las soluciones estan-

dar y los extractos del mafz.

EXTRACCION

Se pesaron 10 g de semillas de mafz y se molieron, se
adicinaron 16 ml de metanol g.p., 4 ml de una sol. de NH40Ac
(0.1 M, pH 6.5), 40 mg de 2,6-diterbutil p-cresol (BHT) y 40
mg de dietilditiocarbamato de sodio (DIECA), se homogenizé la
mezcla durante tres min., y se centrifugé ¢l homogenizado a
3000 RPM durante tres min., el sobrenadante sc¢ separo y sc

aforo a 25 ml con una sol. de NH40Ac (0.01 M, pH 6.5) mante-
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niendo el 20% de metahol en la solucién.
PURIFICACION

Para purificar los extractos, se pasaron a través de las
columnas de PVP, DEAE-celulosa y de octadesilsilano. Las solu-
ciones obtenidas se inyectaron en el cromat6grafo de lfquidos

para separar y cuantificar el AIA, GA3 y ABA.

Todas las manipulaciones deben hacerse en ausencia de
luz y la menor concentracién de oxfigeno, para evitar la foto-

oxidacién.

Este procedimiento se aplic6 a mezclas de estandares y

a semillas adicionadas de los estédndares.



Semillas molidas

|

Homogenizado en sol. MeOH-NH ,0Ac (80:20, v/v)-

1

Centrifugar y diluir con NH40Ac (0.01 M, pH'6.5) 

l

Columna de PVP

l

Columna de DEAE-celulosa’

Elucién con Ac. acético 1.5 M .

Columna de ODS

|

Eluci6n con metanol

HPLC

Esquema I: Ilustracién del proceso que se siguiélpardiléiy? G

extraccién de GA3, AIA y ABA.

30




. RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Para evaluar la posibilidad de determinar simult&neamen-
te los tres biorreguladores &cidos (GA3, AIA y ABA), se esta-
blecieron en primer lugar las condiciones cromatogréficas pa-
ra 1og£ar una separacién 6ptima de estos compuestos. Se uti-
lizé una columna de octadecilsilano (ODS) y diferentes mez-
clas de metanol-agua y acetonitrilo-aqua, encontrandose una
separacién adecuada con una mezcla de 70% de agua y 30% de
metanol. Se estableci6 asf mismo una 6ptima velocidad de
flujo de 1.5 ml/min., esto es, una mixima resolucién en un mfi-

nimo de tiempo.

Se uso un detector de UV a una longitud de onda de 254

Con estas condiciones cromatogrdficas se obtuvo un cro-

matograma como el que se muestra en la fig. No. 4.

Para determinar los lfmites de deteccibn de los biorre-
guladores con las condiciones mencionadas, se preparé una
solucién con una mezcla de estandares: 4 mg de GA3, 3 mg: de

AIA y 0.6 mg de ABA en 10 ml de metanol.

Tomando como limite de deteccién una respuesta iqual al
doble del tamafio del ruido obtenido en el cromatograma, se

obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla No. 1.



|
tR/min.
~ Fig. 4
Muestra: Sol. estandar de dcido giberélico,
abscisico e indolacético, (25 pld).
Columna: Radial-Pak C18 (8mm x 10 cm).

Fase mévil: MeOH:H,0 ~30:70
Flujo: 1.5 ml/min,

‘Detector: ultravioleta, 254nm.

32
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rabla¥e. 1

‘Concerntracién en I ul vf7fif~ftV6iﬁ¢én inyectado

Ga 3
AIA

ABA

400 ng/ul 2.5l

300 ng/ul

60 ng/ul,' T

T

Concentracién final (lfmite detectado)

GA3 _ 1l ug ey
AIA 150 ng

ABA - 60 ng




Curva estandar de Ghgy
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Para hacer cuantitativo el*nétodofée,cqnﬁ@rﬁyé;ﬁna curva
estandar para cada uno de los acidos, y utiliza ”Bfelfméﬁodo de
calibraci6n externa se determind la concentracién de estos com-
puestos en los extractos. : g o

partir de puntuaciones

0.8

_ Unidades
de drea-

Concentracién (ug)



“2,01

2,0°T

Unidades »de’ freq”

Curva estandar de AIA

T
750

1.

Concentracién (19)

g€



o 3zant
unidades.de

drea

Curva estandar de ABA

concentracién (ng)

1200

i9E
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Una vez establecidas las condiciones cromatngrificas nece-

=
sarias para la separacifn y cuantificacién de los hiorregulado-
res Scidos, hubo que estudiar el aislamiento de estos del mate-

rial biol6gico.

EXTRACCION

Para extraer los &cidos del material biolégico, se trata-

ron las semillas molidas con una mezcla de metanol-NH,0Ac (0.1

4
M, pH 6.5) 80:20 v/v. Los tres dcidos son solubles en metanol
y el acetato de amonio asegura un pH adecuado para mantener los

&aidos en forma Scida (pKa del GA,= 4.0 y pKa del AIA= 4.75), y

3
ademds precipita las protefnas presentes en el extracto.

Uno de los principales problemas en la extraccién, es la
pérdida de los dcidos por oxidacién de los dobles enlaces,
principalmente AIA y ABA, va sea por estar en contacto con el
medio ambiente o por oxidacifn enzim&tica end6gena, va que al
destruir las celulas las oxidasas pueden estar presentes; para
prevenir esta oxidacifn se adicionaron los antioxidantes 2,6-
diterbutil p-cresol (BHT) (55) y dietilditiocarbamato de sodio
(DIECA) el cual protege al AIA de la oxidaci6n enzim&tica, de-
bido a que es inestable en soluciones ligeramente &cidas:
(CZHSfZNCSSH —_— (C2H5)2NH + COS + HZS' y sus productos de
descomposicién actudn como inhibidores de la enzima citocromo

oxidasa (56).
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El tiempo de extraccidn es determinante en el,rendiﬁiénto,
por lo que se debe centrifugar el homogenizado inmediatamente;
se ha observado que un tiempo prolongado puede producir la hi-

dr6lisis de las formas conjugadas de los &cidos (54).

El extracto metan&lico contiene ademds de los biorregula-
dores, otros compuestos 4cidos y n&utros solubles en metanol
entre ellos tenemos compuestos flavonoides y sus derivados como
.&cido gdlico y caféico y otros.compuestos fendélicos que est&n
en concentraciones muy altas y pueden interferir en la determi-
naci6én cuantitativa de componentes celulares gue estén en con=

centraciones muy bajas.
PURIFICACION

Se ha sugerido el uso de una columna de pelivinilpirroli-
dona para eliminar 163 compuestos fen6licos de extractos:vege-

tales.

De los estudios de Loomis (57) se ha propuesto que. se forman
puentes de hidrSgeno entre la unién peptidica de la PVP y los feno-
les. Se han hecho estudios sobre la variacitén de la adsorcién
en relacién con el ol y sc ha encontrado que 7 v 7.5 es el més
adecuado (59)}. Tambi&n se ha propuesto que la oxidacién de los
fenocles para formar quinonas y la interaccién de estas con las
protefnas es irreversible pero gque esta simple oxidacién no es

suficiente, hacicndose necesaria la eliminacién de estos com-~
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puestos de los extractos.

Gleen y Kuo (58) estudiaron el comportamiento de larPVP-
en presencia de extractos vegetales, pues se habfa demostrado
que no solo compuestos con grupos -OH aromiticos se unifn a \
la PVP sino también grupos carboxilo y enoles puede unirse al

polimero. En tratamientos a pH 8 y 6.5, estos autores encon-

traron una recuperacién cuantitativa de &4cido giberélico.

Se encontré también que es el dcido indolacético el que
mis se retiene en las columnas, sin embargo los autores logra-
ron eluir totalmente las hormonas de la columna y considerando
estos resultados, en este trabajo se hizo un tratamiento ini-
cial con una columna de PVP. En la tabla No. 2 se muestran los
resultados de recuperacifn que se obtienen de este tratamiento:

950% de GA,, 85% de AIA y BB% de ABA, empleando 0.5 g de polivi-

3'
nilpirrolidona.

La cromatografia por intercambio i6nico se basa en un equi-
librio i6nico entre la fase m6vil y la muestra idnica con los
sitios o grupos activos de una resina intercambiadora de iones.
En este trabajo el equilibrio se puede :ep:esgntar_dqf}qwéijf

guiente forma:
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Resina intercambiadora anidnica fuerte (DEAE-CEl)

- OOCCH, :
_ + + retencién . . _ .
R + H +-Celulosa—CH2CH2NH(CH2CH3)2 e H " 4 OOCH3
Elucién
-+
"R
- - i +
R= GA,, AIA y ABA | Celulosa~CH,CH,NH (CH,CH,) ,

La DEAE-celulosa contiene residuos de amina que a pH= 6.5
{pH del buffer que se utiliza para estabilizarla), estan parcial-
mente como sales. E1l pKb de las aminas es de 9.7 aproximadamen-
te, por lo tanto el pKa= 4.3 similar al pKa de los &dcidos (pKa
GA3= 4.0, PKa AIA= 4.75), debido a &sto se logra la retencidn de
los &cidos, por el equilibrio que se establece entre los dife-

rentes aniones.

La retencién y la selectividad de los dcidos estd deter-
minado por su coeficiente de distribuci6n, el cual est4 deter-
minado por la naturaleza de cada uno de ellos, los grupos i&ni-
éos de la fase estacionaria y otras variables tales como la es-

tructura de la resina, pH, fuerza i6nica y la temperatura.

El coeficiente de distribucién o de particién (K) se re-

presenta por:

cantidad de muestra/mililitro de fase estacionaria

cantidad de muestra/mililitro de fase mévil
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Posteriormente. se eluyeron los &cidos de la columna con
dcido acético 1.5, pH= 2, porgue en estas condiciones hay mas

iones acetato que desplazan a los Acidos de la resina.

Durante el trabajo se hicieron experimentos variando el pH
de la resina, y se observé que a pHs m&s Scidos los biorregula-
dores no se retienen, mientras que a pHs bdsicos la elucidn es

imposible.

También es importante mantener la concentracién de metanol
en limites gue no excedan de 20%, puesto que la adsorcién de los

&cidos en la columna, no se logra a mayores concentraciones.

El dltimo paso de la separacién de los &cidos fue adsorber-
los en una pequefia columna de octadecilsilano para eliminar el
dcido acético del eluido, de esta columna se eluy6 la mezcla

de biorreguladores con metanol (52).

Para estimar la recuperacién con este método se trat6 una
solucién de estandares de GA3, AJA y ABA y un extracto-adicio-

nado de éstos.

Se obtuvo una mayor recuperaci6n a partir de una solucién
de estandares, que en el extracto adicionado de &stos, ésto se

debid6 probablemente a que en elextracto parte aé‘los dcidos se
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ocluyeron en los s6lidos y fueron arrastrados al centrifugar -

el homogenizado o de alguna manera reaccionaron con otras sus-

tancias y uniendose a &stas, no es posible recuperarlas.

Tabla No. 2

Recuperacidn de una mezcla de estandares

Etapa del proceso

‘s recuperado

GA, AIA ABA
solucién de est. 100 100 loc
¥
columna de PVP ‘ 90 8$‘ ‘58' 7
columna de DEAE-cel. ..85*72 53 $§??Ti;¥5fﬁ5;f§é
columna de ODS 55 "‘}2!j ‘. %5§9

Recuperacién de extractos adicionados de estandares:

Experimento 1

.Etapa del proceso

% de recuperacién

GA3 AIA ABA
a) homogenizado + estanda~
res 89 82 87
b) columna de PVP 80 69 75
c) columna de DEAE-cel. 54 - 48 49
d) columna de ODS 34f ) 31

26
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Experimento 2

etapa del proceso % de recuperacién |
GA3 . AIA ABA
» ~ 81 - 83 -89
b) T 78 72 = a3
R 49 a0 48
Wi T 36 26 28
Experimento 3
etapa'del proceso 3 de recuperaciébn o
GA3 AIA . ABA
. : 20 86 88
b) RS e g ; 66 ‘ - '4 '776 i
c) _jl; o .
a 2

De los resultados obtenidos en ‘cada uno de los experimen-
tos- se calculé un promedio para tomarlo como patrén, unha vez

estableéido, se trabajaron las muestras de semillas.
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Tabla No. 3

Valores promedio:

etapa del proceso % recuperado (2)’ i
' GA, CAIA 0 ABA
homogenizado + est. 89 -  84_ ;f S -EiSBfJJ’

columna de PVP 79 »565

78
columna de DEAE-cel. 50.°

columna de ODS 34iif;7

Aungue hay pérdida considerable de los &dcidos, los datos
gon reproducibles, por lo que se considexr6 un método adecuado:

" para la extraccién de éstas sustancias.

Con los resultados hasta aqui obtenidos, se procedif a
efectuar las determinaciones en semillas de mafz de las varie-~
dades H-30 y HKE-32 que se consideran resistentes y H-139 descri-
to como susceptible a la germinacién prematura, este maiz es de
1a cosecha 1984-1985, y se habfa previsto que los niveles de
&cido abscisico serfan altos, mientras que los niveles de Scido
indolacético y geber&lico serian muy bajos. En un trabajo an-
terior, utilizando un métede do fluorescencia sc habfa observa-
do gue el &cido indolacético, gue tiene niveles muy altos duran-
te la maduracidén del grano, disminuye en la semilla seca hasta

niveles gue no son detectables por el método que se utilizé6(60).
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En este trabajo se encontrd que las semillas secas contie-
nen niveles de biorreguladores que se encuentran por debajo de
los limites de deteccién del m&todo. Estos resultados fueron
sorprendentes, sin-embargo considerando que se habia previsto
un aumento de los biorreguladores promotores de la germinacién,
se hicieron germinar las semillas, poniéndolas en condiciones
de alta humedad. Después de 24 horas de imbibicifn, durante
los cuales deben haber germinado (61), se determinaron nuevamen-
te los biorreguladores y los niveles se mantuvieron todavia por

debajo de los lfmites de deteccibn.

Cuando se usé una muestra de 100 g de semillas, cantidad
10 veces mayor que la utilizada originalmente, se tuvieron to-

davfa niveles tan bajos que no se pudieron detectar.

" Para comprobar la efectividad del método se determinaron
los niveles de los biorreguladores en mafz en estado "lechoso"
que se ha determinado previamente por otro método, obteniendo-

se los resultados que se indican en la tabla No. 4.

Tabla No. 4

Niveles de biorreguladores en semillas'ééfﬁéfi?éﬁ}wffwvh
estado "lechoso" : “

ug/g en peso fresco {formas libres)‘r

GA AIA ABA

3

0.206 o 167 ' -
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Los niveles da AIA obtenidos concuerdan’cbhilqs;edcontrae

dos previamente (60).



" “RESUMEN Y CONCLUSIONES
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Se desarroll6 un m&todo para la éﬁﬁraccion‘simulténea de
Scido giberélico, 3-indolacético y'abSCISico en semillas de
mafz durante la germinacién. La técnica es una modificacidn

del método propuesto por Morris (52) para la extraccién de AIA.

La extraccién y purificacifn consistié en hacer un extrac-
to con una mezcla de metanol-acetato de amonio. El extracto se
pasé por una columna de PVP, para eliminar los fenoles, y por
otra de DEAE-celulosa, para adsorber los écidos. De esta colum-
na se eluyeron con &dcido acético y el eluido se pasé a través
de una columna de ODS para retener los 4cidos y eliminar el &ci-
do acé&tico, los &cidos se eluyeron con metanol y se efectub lé
separacién y cuantificacidén por cromatograffa de lfquidos a al=-

ta presién.

Pese a que el m&todo puede usarsegpa:AHla:deﬁérminéqidn
simulté&nea de los tres biorreguladores; nqrsé!lb§r61detéctar
ninguno de ellos en las muestras de mafz‘eh‘eStadofie madurez
.comercial ni durante la germinacién, pof éstar en una concen-

tracién menor al limite de deteccién.

Los resultados obtenidos en semillas de mafz en estado "le-
choso", demuestran que el mftodo es bueno y pucde ser aplicado

para extraer estos &cidos en otros tejidos vegetales.
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