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INTRODUCCION 

Las plantas normalmente crecen y se desarrollan a tra

v6s de un proceso muy complejo y ordenado, Esta es una de 

las muchas características que tienen los seres vivos y es
te crecimiento y desarrollo pueden afectarse por el medio am-

biente, que en algunos casos, juega un papel muy importante 

,al coi:itrolar o alterar estos procesos. 

Aunque la naturaleza está altamente integrada en estos 

controles del proceso, los mecanismos por los cuales las pla~ 

tas los registran, son muchos y muy complejos, 

Uno-de los sistemas de control de crecimiento y desarro

llo más importantes, est~ dado por las moléculas llamadas hor 
monas vegetales. 

El término "hormona", implica el concepto de mensajero 

químico (1). Las hr.cmonas animales difieren de las vegetales 

en el n1lmero de v!as por las que se sintetizan, y, ,posible-

mente, lo m4s importante, es que las hormonas animales 



son producidas por un órgano o 914ndula espec!ficos y casi 

siempre tienen un efecto espec!fico en un tejido usado como 

"blanco", En cambio, aunque las hormonas vegetales pueden 

sintetizarse en regiones muy restringidas, son elaboradas 
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por células inespec!f icas y frecuentemente tienen efectos 

diferentes sobre la planta, dependiendo de las circunstancias. 

Debido a esto, estas moléculas se denominan también sus 

tancias de crecimiento vegetal, fitohormonas, reguladores de 

crecimiento vegetal o fitorreguladores, que es el t~nnino 

m~s adecuado. 

Estos fitorreguladores son metabolitos secundarios y 

para su estudio, se han dividido en grupos: auxinas, gibe
relinas, citocininas, abscisinas y etileno. 

Aunque durante la d~cada pasada han recibido gran aten 

ci6n, una de las mayores dificultades que sigue habiendo al 

estudiarlas, es que se encuentran en concentraciones muy pe

queñas, por lo que se necesitan grandes cantidades de mate~ 

ria prima para poder aislar una cantidad suficiente de fito

hormona. Otro de los problemas, es que fuera de su medio 

se descomponen con gran facilidad. Sin embargo, se han de-

sarrollado nuevas t~cnicas de an~lisis que permiten estudiar 



a compuestos con mayor rapidez y con muy poca cantidad de 

muestra. 

En este trabajo, se pretende establecer un m~todo a 
trav~s del cual se puedan extraer a las citocininas del maíz 

y posteriormente separarlas por cromatograf!a líquida de al

ta eficiencia, para identificarlas y cuantificarlas con ayu

da de estándares. 

Tambi~n se intenta medir la variaci6n en la concentra-
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ci6n de citocininas en elote y en semilla madura durante la 

germ1naci6n, utilizando varios genotipos de semillas de ma!z 

ya que es en la germ1nac16n donde se esperar!a que ocurrieran 

cambios en los niveles de estas citocininas. 



ANTE EDENTES 
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A N T E C E D E N T E S, 

Aunque en este trabajo rtnicamente se estudiaron citoci

ninas, es importante conocer a los dem4s grupos, ya que los 

fitorreguladores no actdan solos, sino que siempre interac

trtan en todos los procesos que regulan la vida de la planta. 

As!, hablaremos brevemente de las caracter!sticas de 

cada grupo, y en forma mas detallada, de las caracter!sticas 

de las citocininas. 

Ti!ll1lhién se mencionardn brevemente los métodos m&s comu

nes de análisis de estos fitorreguladores. 

Adem!s, como se pretende estudiar a estos reguladores du

rante el proceso de la germinac16n, se dardn algunos detalles 

acerca de este proceso, 



I. GERMINACION. 

La germinaciOn de las semillas se ha definido como la 

fase en la cual termina el estado de latencia y d4 princi

pio el desarrollo de ~sta sE>.milla. La latencia es el per!6-

do en el cual se detiene el proceso bioqu!mico del vegetal. 

La regulaciOn de estos fen6menos es principalmente de tipo 

hormonal (2 J • 

Una semilla consta de: 

TEGUMENTOS.- Es la capa protectora, formada por dos 

cubiertas llamadas testa y endopleura (3) , 

AJJBUMEN.- Es la masa de tejido nutritivo, constitu!

do principalmente por carbohidratos, l!pidos y protefnas. 

Las cantidades relativas de estos constituyentes, algunas 

veces dependen de factores ambientales, tales como el clima 

(3, 41 • 
1 

EMBRION.~ Es la parte fundamental de la semilla. Cona 
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ta de una serie de partes que formar4n los 6rganos corres

pondientes en la planta adulta, Estas partes s6n: cotiledones 
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que pueden ser uno o varios, dependiendo de la especie y que 

dar4n lugar a las primeras hojas1 el epicotilo, que dar4 lu

gar al tallo; el hipocotilo; y la rad!cula, que dar~ lugar 

a la rafz (3} • 

& 

1 

2 

3 
4 

5 

·· secc.i6n lorigi tudinal de una semilla 

dicotiled6nea. 

1) Tegumentos 5) Hipocotilo 

2) Albumen 5) Radícula 

3) Epicotilo 6) Cotiledones 

secci6n longitudinal de una semilla 

monocotiled6nea. 

1) Tegumentos 4) Eje 

2) Albumen ambrionario 

3) Es cu te lo 5) Radícula 
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1, CAPACIDAD DE GERMINACION EN LAS SEMILLAS. 

Las semillas, generalmente se encuentran en un estado de 

desecac16n, en el que pueden retener su capacidad para germi

nar por un cierto peri6do de tiempo. Este per16do puede. ser 

desde algunos meses, hasta m~s de 200 años (2). 

En·general, la·capacidad·pa:ra geriniriar se retiene mejor 

si las semillas se almacenan de manera que su metabolismo dis 

minuya radicalmente, es decir, a bajas temperaturas y en atm6s 

fera de Di6xido de Carbono. Sin embargo, esta capacidad para 

' germinar, no solo es func16n del modo de almacenamiento de las 

semillas. Las condiciones a que se exponen las plantas de · 

las cuales provienen las semillas, pueden afectar profundame~ 

te la capacidad de germinaci6n. Estas condiciones son: absor 

ci6n de agua, temperatura, contenido de minerales en la plan

ta y luz, entre otras. Sin embargo, estos factores ambienta-

les no s6n tan importantes, comparados con el control genético 

de la semilla (4). 

2, CONDICIONES DE GE:RMINACION. 

Las semillas no pueden germinar si no existen ciertas 
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condiciones en el 1t1edto m'll?ltente. 

Entre los factores fundamentales para que ocurra el pro-. 

ceso de la germinaci6n, se encuentran: humedad, composici6ri 

de gases en la atmósfera, temperatura y luz (2, 3 1 4), 

HUMEDAD... Una de las principales causas de latencia, es 

la ausencia de agua en la semilla. El primer fen6meno que 

ocu:r:re durante la gexm1naci6n, es la absorci6n de agua en la 

semilla (imb:l:bici6n} C.2} • 

'El grado de 1mbib1ci$n esta determinado por la composi

c16n de la semilla, la permeabili~ad de su capa protectora al 

agua, y las propiedades de los coloides presentes en la semi

lla. La permeabilidad selectiva, o impermeabilidad de la cu

bierta protectora, es frecuentemente causa de latencia. Esta 

perll\eabilidad puede variar con la temperatura o con la luz. 

La capacidad de las semillas de tomar agua del medio, es 

considerable, llegando algunas a retener varias veces su peso 
en agua (31, 

Durante la !mbibici6n, las mol~culas de agua entran a la 

semilla para que l!sta se hi.nche y se solvaten las part!culas 
coloides, de tal forma que puedan difundirse dentro de esta 

semilla y den inicio los procesos enzim!ticos (4). 
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El hinchamiento producido por la illlbibiciOn, da origen a 

considerables presiones, denominada presi6n de itnbibici6n. 

Esta presi6n llega a ser de 100 atm y es de gran importancia 

en el proceso de la germinación, porque precisamente esta pr~ 

si6n tan c.lta es la que rompe la cubierta protectora de la se-

milla. 

GASES.- La gerrninaci6n.requiere un gasto de energ!a de 

las células. Estn energ!a normalmente se oh.tiene por procesos 

de oxidaciOn, en presencia o ausencia de ox!geno, es decir, 

respiraci6n o fermentaci6n. Este proceso involucra un inter

cambio de gases: salida de bióxido de carbono en ambos casos, 

y entrada de ox!geno en el caso de la respiraci6n. Por esta 

razOn, la germinaci6n de semillas se afecta grandemente por 

la composici6n de la atm6sfera ambien·::al (5). 

La mayor!a de las s~millas no germinara si la concentra-

cidn de oxígeno disminuye apreciablemente. El efecto del 

bi6xido de carbono es generalmente contrario al del oxtgeno (4). 

Se sabe que el etileno en pequeñas cantidades, promueve 

la germtnac16n en algunas semillas. Se ha vistp que inmedia 

tamente despu~s de la imbibici6n, se produce etileno. Este 

interactáa con los demás fitorreguladores. 
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El intercambio gaseoso tambi~n esta determinado por la 

permeabilidad de la cubierta protectora de la semilla (4). 

TEMPERATURA.- Es otro de los factores limitantes de la 

germinaci6n, de tal manera que todas las e~pecies tienen un 

intervalo 6ptimo, marcado por las temperatu~as rnáJcima y m!ni

ma. Este intervalo puede modificarse por f~otores externos 

(6). 

A .temperaturas muy altas o muy bajas, ~inguna semilla 

germina. La m:!xima temperatura a la cual l~s semillas pue

den germinar, es de 48°C. La temperatura mtnima est~ poco 

definida, ya que el proceso de la germinaci~n es muy lento a 

bajas.temperaturas. 

A diferencia de semillas que germinan ~ una t~mperatura 

definida, existen semillas que necesitan telt\peraturas alter

nadas para que puedan germinar. Sin embarg~, en estas se

millas el factor determinante es el cambio ~e temperaturas 
pero dentro de la semilla (4). 

LUZ.- La mayoría de las semillas gerJlltnan igual en la 

oscuridad o en la luz. Pero otras semillas ~ar!an mucho en 

su comportamiento, si est4n en presencia de luz, o 61 están 

en la oscuridad (6} 
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Las semillas plleden dividirse entonces en: las que ger

minan en la oscuridad, las que germinan en la luz, las que 

necesitan peri6dos alternantes de luz y oscuridad y las que 

s6n indiferentes a la presencia o ausencia de luz para germi-

nar. 

Diferentes zonas del espectro afectan a la germinaci6n 

en forma muy distinta. Se rnostr6 que radiaciones con lon-

gitud de onda por d~bajo de los 290 nrn inhiben la germina-

ci6n de todas las semillas probadas. Radiaciones de longi-

. tud de onda entre 290 y 400 ron parecen no alterar el proceso. 

de la germinaci6n. Las radiaciones con longitud de onda de 

560 a 700 mn, promueven la germinaci6n, y parece que la luz 

azul la inhibe (41. 

La sensibilidad de las semillas a la luz; parece· que 

aumenta al aUJ11entar el tiempo de i1nbibici6n. La respuesta 

de la semilla a la luz, depende de la intensidad y la dura

ci6n de la .tlum.tnac16n. 

La estimu~aci6n de la germinac.t6n por luz roja y su in

hibici6n por luz infrarroja, puede repetirse muchas veces y 

siempre la naturaleza de la Qltima ilwninaci6n decide si la 

9erminaci6n se lleva a cabo o no (4), 
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3. LATENCIA. 

Se dice que las semillas se encuentran en un estado de 

latencia, por tener una actividad metab6lica muy reducida. 

Este estado puede ser consecuencia de que la semilla tiene una 

cubierta protectora que es impenneable al agua o a los gases, 

a que la semilla no est4 en condiciones adecuadas de luz y de 

temperatura, o a la presencia de sustancias que inhiben la 

germinaci6n, ·El m4s importante de los inhibidores de la ge!_ 
I 

minaci6n que se conoce, es el ácido abscfsico (2} • 

Algunas semillas requieren de un peri6do de almacenamien 

to antes de que puedan germinar, Este periOdo se conoce co

mo peri6do de post 1maduraci6n y du~ante ~l, ocurren cambios· 

fisiol~qicos, ffsicos y qu!micos en la semilla (4). 

Otras semillas germtnan inmediatamente despu~s de su re-

colecci6n si se someten a las condiciones adecuadas. Sin em-

bargo, estas semillas pueden perder su capacidad de qermina

ci6n inmediata y requerir de un cierto per16do de almacena

miento. A este fen6meno se le denomina latencia secundaria 

(4, 6 l. 

Varias sustancias qu!micas pueden sustituir, completa, 
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o parc:tallnente la preBencfa de la luz en la ruptura de laten

cta, y tambi~n pueden anular los efectos de los inhibidores, 

y estimular as! la gerrninaci6n. Algunos de estos compuestos 

son de naturaleza s:b'nple, como nitrato de potasio o tiourea, 

y otros- COlllpues'tos son de naturaleza compleja, como las· qibe

relinas o las citocininas (4). 

4. MECANISMO DE LA GERMINACION. 

Las semillas secas se caracterizan por tener un metabo-

lisrno extremadamente bajo •. Esto se debe probablemente a la 

casi completa ausencia de agua en las semillas. Sin embargo, 

las semillas seca.a son una unidad funcional capaces de reali

zar gran cantidad de reacciones bioqu!micas, lo que se demues
tra al iniciarse la hidrataci6n y activarse las enzimas prese~ 

tes, desarrollándose asf muchos procesos bioqufmicos (6]. 

El prfJller cambio metab6lico f ~cilmente observable en las 

semillas, es el incremento de la respiraci6n, de valores ca

si de cero, a valores apreciables (41, 

El segundo efecto f4cillnente observable, es la hidr611-

sis del material de reserva en la semilla, Esta reacci6n se 
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inicia con la h:t.dratac16n de. las prote!nas. 

Mientras las semillas están secas, casi no hay cambios 

en la composici6n qu!mica. Cuando las semillas se hidratan, 

hay grandes cambios en varias partes de la semilla. Los cam~ 

bias ocurridos pueden ser de tres tipos: hidr6lisis del mate-

rial de reserva en la semilla, transporte de sustancias de 

una parte· a otra de la semilla y la síntesis de nuevo material 
a partir de sustancias hidrolizadas (6). 

En la germinaci6n, la síntesis de proteínas es de espe

cial importancia, debido a su relaci6n con el metabolismo de 

ácidos nucl~icos. 

Las Gnicas sustancias que normalmente inician la germina-

ci6n, son el agua y el oxígeno (4) • 

En muchos casos, hay una p~rdida de sustancias en los 

inicios de la germinaci6n, debido por un lado, a la oxidaci6n 

de sustancias, y por otro, a su salida de la semilla (4), 

Los minerales intervienen en el proceso s6lo hasta que 

aparece la ra!z. El peso seco de la plántula, au.111enta s6lo 

cuando los cotiledones o primeras hojas se exponen'a'la luz 

para que realicen la fotos!ntesis (6). 

En la semilla, el principal material de reserva son los 
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I.tpidos y carbohidratos, y son de gran importancia durante 

la•:germinaci6n. 

La parte de la semilla que parece ser la que m4s r4pido 

se desarrolla, es el hipocotiled6n. El metabolismo de la 

rad!cula, aparece casi inmediatamente despu~s·de la hidrata-

ci6n (4, 6). 

Existe una marcada movilidad de los diversos componentes 

de la semilla. Tambi~n se observa una hidr6lisis de lípidos 

durante los primeros d!as, pero despii~s, estos U:pidos se 

vuelven a sintetizar a partir de carbohidratos (4) • 

El contenido de 4cidos nucl~icos, puede decirse que dis

minuye en una parte y aumenta en otra parte de la semilla. 

Tambi~n hay una reorganizaci6n de los diferentes 4cidos nu

cléicos durante la germinaci6n. 

Los cambios metab6licos ocurridos en las primeras etapas 

de la germinaci6n, son el resultado de la activaci6n de varias 

enzimas. Las enzimas hidroltticas y de transferencia están 

presentes en la semilla seca, pero ~e activan hasta que se 

imbiba ~sta. La activaci6n ~s muy r4pida (4}. 

Algunas enzimas se sintetizan d~ n2!2. en la capa de ale!!_ 

rona y otras, se.controlan por medio de las sustancias de 
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crecimiento (fitorreguladores}. En forma general, las enzi

mas involucradas en la hidrólisis e interconversi6n de los 

carbohidratos y l!pidos se activan durante la germinaci6n, más 

que sintetizarse ~ ~ (6). 

Las enzimas proteol!ticas de semillas germinadas, son de 

naturaleza diversa, considerando tanto su especifidad de aso-

ciaci6n de p~ptidos, su pH 6ptimo y su reacción a inhibidores. 

Cualquier tipo de enzimas transferasas de metabolismo de 

aminoácidos, se forma por las transaminasas. Estas enzimas 

transfieren grupos amino de aminoácidos y cetoácidos. ·Los 

cambios en la composici6n de aminoácidos libres en la semilla, 

pueden indicar el grad10 de desarrollo (4). 

Los fosfatos juegan u ri papel muy importante en varias 

reacciones de la semilla. Estos fosfatos son necesarios para 

la formaci6n de ácidos nucl~icos, que están fntimamente liga

dos a la síntesis de proteínas y la constitttci6n gen~tica de 

la c~lula (6) • 

En la semilla, el fósforo aparece en forma orgánica y 

hay muy poco en forma inorgánica. La liberac.idn de fosfato 

orgánico es por medio de fosfatasas (6). 

Durante la gerrninaci6n, se requiere energ!a, que se 
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obtiene durante el proceso de respiraci6n. 

La respiraci6n puede impedirse si la SE!Illilla tiene una 

cubierta protectora muy gruesa. En la mayorta de los casos, 

cuando se imbibe la semilla, se puede inicia~ el proceso de 
la respiraci6n (4}. 

Los factores externos que influyen en la respiraci6n, 

son: temperatura, el contenido de ox!geno y bi6xido de car-

bono en la atm6sfera, y la lu~. Cada uno de estos factores 

son responsables de los efectos de la respiraci5n, a la vez 

que son diferencialmente dependientes del estado preciso de 

la germinaci6n, durante el cual se examina su influencia (4). 

La respiraci6n es el procesv en el cual los sustratos 

se oxidan por una serie de pasos, con la participaci6n de 

oxigeno como aceptor final de electrones y salida de bi6xido 

de carbono. 

Como puede observarse, el mecanismo de la germinaci6n 

es muy complejo, y en ~l intervienen diversos factores que 

pueden alterar este proceso. 
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II. REGULADORES DE CRECIMIENTO, 

i. AUXINAS. 

Estas son sustancias químicam&nte relacionadas al ácido 

indolac~tico (IAA) (11, que parece ser la auxina natural que 

más se encuentra en la mayor!a de los vegetales. 

El l'AA se enc~entra en dos formas: libre y conjugada, 
siendo la forma libre la activa y la conjugada la forma inac-

tiva. La posible hiñr6lisis de la forma conjugada para que 

se tenga una auxina activa, podr!a sugerir un mecanismo de re 

gulaci6n de estos compuestos (7}. 

Las auxinas se caracterizan por promover. el crecimiento ... 

de las plantas. su funci6n tambi~n es retardar la dominan

cia apical y además, son responsables de la elongaci6n y ex

pansi6n celular (8). Se ha discutido mucho. sobre el papel . 

que juegan las auxinas en el proceso de la germinaci6n d~ las 

semillas (8). 
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Muchos cOJ11puestos 1nd6licos tienen efectos Sel't1ejantes al 

IAA CIJ, pero existen tambi~n muchos reguladores de crecimiea 

to .sint~ticos, que no tienen la estructura ind6lica, como el 

2, 4-D (II} (1) , 

Las concentraciones a las que usualmente se encuentran 
. 3 . .. 

las auxinas, s6n del orden de 1-10 nanoqramos por gramo de 

tejido fresco, Los principales problemas para hacer un an~l! 

sis de estas sustancias son: la adsorci6n, oxidación qu!mica 
y la fotooxidaci6n (9), 

N 
1 

H 

I 

ACIDO INDOLACETICO (IAAl 

AUXINA NATURAL 

0-CH-COOH 

CL 

CI 

II 

ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICC 

(2,4~D) AUXINA SINTETICA 
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2. GIHERELINAS. 

Estas s6n sustancias qu!micamente relacionadas con e1· 

4cido giber~lico (usual.:mente .abreviado GA3l (II!l, que es un 

producto metab6lico del hongo Fusarium heterosuprum , tambi~n. 

llamado Gibberella.fujikursi (10} y puede obtenerse del me

dio l!quido en el cu~l ha crecido el hongo. 

La mol~cula de giberelina contiene el esqueleto de gi

bano (IV). 

III 

ACIDO GIBERELICO 

IV 

ESQUELETO DE GIBANO 

1 



2:3 

Algunas dé sus funciones en el metabolismo de las plan

.tas son: Regular la actividad de las hidrolasas, proteasas y 

RNA-polimerasa en el endospermo, y romper el peri6do de late_!! 

cia de las semillas (11). Tambi~n provocan el crecimiento de 

los frutos, 

Se ha propuesto que las giberelinas son los fitorregula

dores m~s importantes en el proceso de la germinaci6n (12). 

En la actualidad, se conocen más de 50 giberelinas dife-

. rentes, que se designan por un nt1mero (GA1 , GA2, GA3 , ••• ) (9). 

En mayor o menor proporci6n, todas pueden provocar la .elonga

ci6n del tallo cuando se aplican a una planta completa en pr! 

sencia de luz (1) • 

Existen muchos casos en los que se han extraído sustan

cias de algunas plantas con propiedades semejantes a las gi

bP.relinas conocidas, pero las cantidades aisladas no han sido 

suficientes para permitir su exacta identificaci6n química y 

simplemente se denominan "Sustancias parecidas a las gibere-

linas", 

Las giberelinas se encuentran en nive1·es de 1-103 nano

gramos por gramo de tejido fresco, y los principales proble

mas de an~lisis son su f~oil oxidaci6n y la existencia de 

muchas mol~culas similares (9) • 
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3. ABSCISINAS. 

Las abscisinas, también llamadas inhibidores, están re

presentadas por el ácido absc!sico (V). 

Se han dado a conocer una gran variedad de sustancias 

inhibidoras de la germinaci6n y crecimiento en las plantas 

(13), pero desde el punto de vista fisiológico, el más im

portante de los inhibidores es el ácido absc!sico (ABA), que 

fue conocido primero como abscisina !I. 

Las abscisínas o inhi.bidores en gen.e.r.al, provocan la 

latencia embrionaria e impiden muchas de las respuestas de 

las plantas .a las giberelinas, citocininas y auxinas. 

Durante la germinaci6n, el ABA actúa de la siguiente 

manera: Prolonga el estado de latencia e inhibe la s!ntesis 

de enzimas necesarias en la germináci6n de. ~ª'.l ~~mi~l.a~. (~4) .• .... 

Los efectos inhibitorios del ABA durante la germinaci6n 

se invierten por la acci6n del GA
3 

y kinetina (citocinina sin 

tética). 
4 

Los niveles en que se encuentran son de 1-2 x 10 nano-

gramos por gramo de tejido fresco, y los problemas de análi

sis de estas sustancias son: la adsorci6n y la isomerizaci6n 
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de la configuraci6n del pentadieno l9). 

COOH 

V 

ACIDO ABSCISICO (ABA). 
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4. E'l'?LENO. 

Desde hace muchos años, se sabe que el etilen.o tiene gran 

influencia sobre el crecimiento de las plantas. 

Ya en 1935 se sugir16 que el etileno podría considerarse 

como una hormona, pero las dificultades de detectar y medir 

las pequeñ!simas cantidades de etileno involucradas en muchos 

procesos vegetales ha sido un gran impedimento para su estudio. 

Sin embargo, gracias a que en la actualidad se han desarrolla 

do t@cnicas muy finas de an4lisis, se pueden determinar concen 

traci&nes d~ este compuesto. 

El etileno está involucrado en muchas de las respuestas 
de inducc16n de las auxinas, actáan en la senescencia de las 

hojas y en la abscisi6n y maduraci6n de algunos frutos (15). 

Las dificultades de su análisis son: Es un gas volátil 

y se contamina con muchos plást::i.cos y pol!meros (9·). 

CH2=CH2 

VI 

ETILENO. 
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S. CITOCIN!NAS. 

Con base en el conocimiento de la funci6n de las auxi-

nas y qiberelinas, se sugiri6 en 1892 la presencia de un re

gulador qu!mico implicado en la divisi6n celular. 

En 1954, Haberlandt (16), obtuvo del tejido parenqui-

matoso~ ünmatérial que provocaba la divisi6n celular. 

En 1954, Skoog y sus colaboradores (17), repitiendo es

. te experimento "in vitre", pusieron de manifiesto la presen

cia de una sustancia que regula la divisi6n celular y demos-

' traron que esta no se lleva a cabo en ausencia de dicha sus-

tancia. 

En 1955, Miller y sus colaboradores (18), separaron del 

DNA de esperma de arenque, al primer regulador de la divisi6n 

celular, al cual denominaron kinetina, que result6 ser la 

6-furfuril-amino-purina. Otros estudios probaron que la ki-

netina no es una citocinina natural. La primera citocinina 

natural que se conoci6, fue entonces la zeatina, descubierta 

por Letham en 1963, a partir de ·granos de ma!z (19), Despu~s 

se han aislado varias citocininas de tejidos vegetales. 

Las citocininas son consideradas como reguladores de 
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crecimiento vegetal, las cuales regulan la divisi6n celular 

· .. (citoquinesis}. Su papel dentro de las plantas se ha estudi!_ 

do y reconocido poco a poco y se ha visto que participan en el 

alargamiento o elongaci6n cel·.ilar, diferenciaci6n de tejidos, 

latencia, floraci6n, regulaci6n de la senescencia y estimula
cidn en la expansi6n del cotiled6n (1, 2). 

En 1955, se propuso el término "kinin" (cinina) como 

nombre genérico para sustancias naturales o sintéticas con 

actividad semejante a la kinetina. 

Posteriormente, se di6 este mismo nOlllbre a un grupo de 

· sustancias de origen animal y con propiedades f isiol6gicas 

muy diferentes a la kinetina. 

Debido a la gran confusi6n qu~ esto origin6, sé propuso 

el termino citocinina.como un término genárico para reemplazar 

a la palabra "kinin" para designar a todas las sustancias con 

actividad biológica parecida a la kinetina (20). Este término 

se basa en la actividad biológica de estas sustancias: la pro

moción de la divisi6n celular vegetal y probablemente tam

bién en alqunas c~lulas de origen animal (20). 

Se reconoce que la actividad de .estos compuestos se puede 



29 

expresar tambi~n por otros medios: como alteraciones en el 

metabolismo, actividad enzimática o contenido del ácido nu

cl~ico en el alargamiento·celular, en inducci6n de formación 

de 6rganos, en aparici6n de dominancia apical, é~ movilidad 

de nutrientes orgánicos e inorgánicos y en un incremento-en 

la longevidad de tejidos y 6rganos (20). 

La mayor.ta de las citocininas aisladas de plantas supe•:. 

riores se han obtenido también por hidrólisis del t-RNA. La 

?t, "t -dimetil-alil-adenina se encontró en el t-RNA de leva

dura y en las plantas superiores. De la semilla de Lupinus 

luteus, se ha aislado la dihidrozeatina y la metiltiozeatina 

se aisl6 del t-RNA de trigo (2, 21). 

Los embriones y frutos j6venes son las fuentes más co

munes de citocininas. También se encuentran en las ra!ces, 

especialmente en los primeros milf.metros de la punta de és

tas (21). 

ACTIVIDAD CITOCINETICA. 

Se piensa que las citocininas naturales se sintetizan en 

la ra!z y se mueven a otras partes de la planta a través de 

la corriente de transpiración. Fóx (22) , clasifica a 
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los efectos biol6gicos de las citocininas de la siguiente ma-

nera: 

DIVISION CELULAR.- En estudios detallados de la mitosis 

se·ha encontrado que la kinetina, junto con el J:AA inducen a 

la divisi6n celular (1). As!, mediante la divisi6n celular, 
\ 

las citocininas estimulan el crecimiento de la planta (23, 24). 

ALARGAMIENTO CELULAR.- Poco despu~s _de observar el efec. 

to de la kinetina en la divisi6n celular, se comprob6 que 

este compuesto y algunos de sus anSlogos activos, producían 

alargamiento o elongaci6n celular en hojas etioladas. Este 

efecto no lo presentan las auxinas (25) • 

INDUCCION DE LA FORMACION DE ORGANOS. - . En cond 1.cfones 

apropiadas, ciertas variedades de cultivos de tejido responden 

a las citocininas con la formaci6n de 6rganos. Esto se obser 

VÓ por primera vez en estudios de cutiV03 de callo de.tabaco 
(25), En este sistema, cuando las citocininas·y las auxinas 

se encuentran en determinada proporci6n, el tejido crece como 

un callo amorfo no diferenciado. AUlllentando la proporci6n de 
citocinina con respecto a la auxina, se forman brotes, los 

cuales pueden transformarse en tallos y finalmente en plan

tas completas. Si en vez de aumentar disminuye la cantidad 
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de'citocinina, entonces aparecen las ra!ces. Se ha encontrado 

que las citocininas estimulan el fen6rneno de la formaci(!ln de 

Orpnos femeninos en algunas plantas (25). 

RUPTURA DE LA LATENCIA.- Se ha visto en algunos casos, 

que las citocininas pueden sustituir el requerimiento de· luz 

necesaria para romper la latencia, ya que invierten los efec

tos de ciertos inhibidores de la germinaciOn de semillas (21) • 

PERDIDA DE LA DOMINANCIA APICAL.- Las citocininas con

trarrestan la dominancia usual del brote apical (2). La causa 

de estos efectos no es clara; aparenteinente est~ relacionada 

con la actividad de las ci tocini.nas en la diferenciaci6n del 

tejido vascular. No se conoce la interacciOn de las citoci

ninas con los demás reguladores de este sistema (21). 

AUMENTO DE LONGEVIDAD EN TEJIDOS Y ORGANOS.- Las alte

raciones en el metabolismo, en la actividad enzimática, en 

el contenido de 4cidos nuclUcos y en la movilidad de materi!''. 

les orgánicos e inorgánicos, producidos por las citocininas, 

modifican la longevidad de tejidos y Organos vegetales. 

Aparentemente las citocininas no se degradan en las ho

jas, y cuando se aplica en un 4rea determinada, dif!cilmente 

se mueve de ah!. Posiblemente esto contribuye a que aumente 
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lt\ longevtaad de la planta (261. 

CITOCININAS NATURALES. 

Despuds del descubrimiento de la kinetina, varios inves

tigadores empezaron a buscar las sustancias naturales respon

sables de la div.tsi<Sn·celular en las plantas. 

Como ya se menc.ton6, en 1963, Letham (191 aisld por pri

mera vez a la zeatina (VII) del maíz.· Poste:doxmente se ha 

aislado de espinacas, ch!charos, semillas de calabaza, gira

soles y agua de coco. 

Tambi~n se ha aislado su rib6sido, que es como general

mente se encuentra (9-ribosilzeatina) (VIII) •. 

En 1967, Koshimizu (27) , aisl6· la ·"(-)dihidrozeatina (IX) 

y su rib6sido correspondie~te (X) a. partir de frutos inmaduros 

de Lup.t·nus luteus". 

Con anterioridad, se hab!a reportado el aislamiento de 

la togolamina (XI)', junto con los alcaloides esteróides de 

una planta africana (28). 

Otras cttocininas que se han aislado e identificado son: 

la 6-CI ,1 •dimetil-alil-amino)-purina ·{XII), comdnmente co

nocida como isopenteniladenina y su ribdsido (XIII), conocida 
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como isopenteniladenosina; la J-7-dimet11-2met1lt1o-6;..pu

rinona (XIV), este derivado no eet4 sustitu!do en la posi

ción 6 con la a:mina1 la 6-(4-hidroxi-3-metil-2butenilamino)-

2-metil tio-9-~ -D-ribofuranosilpurina .(XV); y otras. 

Actualmente, el aislamiento de citocininas naturales 

-contin1k. 

J N .. 
H. 

6-AMJNOPUIUNA VII 

ZEATINA 



-CH¡CH:C;l'CH,-OH 
,~ 'CHs 

N., N 

~ 1 ) 
N N HO·rj 

OH OH " -.... 

VIII 

9-RIBOSILZEATINA 

.,CHfOH 
NH-CHa-C!ii-CH, LCJN CH¡ 

N N 

HO·Ho 
OH OH 

X 

DIHIDROZEATINA RIBOSIDO. 

IX 

DIHIDROZEATINA 

XI 

TOGO LAMINA 
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XII 

ISOPENTENILADENINA 

o 

l 
c.J:t, 

OH ·oH 

XIII 

ISOPENTENILADENOSINA 

HO-H 

OH OH 
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XIV XV 

3,7-DIMETIL-2-METILTI0-6-

PURINONA 

6-(4-HIDROXI-3-METIL-2-BUTE

NILAMIN0)-2-METILTI0-9- ~-o-

RIBOFURANOSIL-PURINA. 



36 

CITOCININAS SINTETICAS. 

Poco despu~s del descubrimiento de la kinetina, varios 

grupos de investigadores sintetizaron un gran ndmero de com

puestos anAlogos, probando su actividad citocin~tica. 

Como resultado de estos trabajos, se han encontrado ·in

numerables compuestos con propiedades de inducir la divisi6n 

celular, tales cano las que se muestran a continuaci6n: 

XVI 

. KINETINA 

(6-FURFURIL-AMINO•Pt1RINA}. 

XVII 

N-BENC:CLADElUNA 



XVIII 

~~~-CH.-cH, 
~)l.,) .... 

N N 
H 

XIX 

6-BENCIL-OXI-PURINA ETOXIETIL-ADENINA. 

NH-CHW <:o . 
H . 

:KX 

BENZOFURFURI:t.-AMINO-PURINA. 
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RELACION ESTRUCTURA~ACTIVIDAD 

Las c:t.tocininas naturales conocidas, son compuestos der.!, 

vados de la adenina. Ciertas sustancias sintéticas han mos-

trado tener actividad citocin~tica, y esto incluye no solo a 

derivados de adenina tales como la kinetina, sino tambi~n fe
n:f:lur~as sustitu!das, que son muy diferentes a la adenina en 

su naturaleza qu!mica. 

Se hicieron estudios sistemáticos a m~s de cien análogos 

de la kinetina y se encontr6 que la estructura de adenina es 

escencial para mantener sus propiedades como fitorregulador. 

Adern4s, se encontr6 que cambiando los sustituyentes del grupo 

6-amino de la adenina, se obtenían compuestos activos, no as! 

si se sustituye otra posici6n de la mol~cula (2i • 

La presencia de un grupo furfurilo unido a la poa·ici6n 

N-6 de la adenina, aumenta la actividad de estos compuestos, 

lo miSlllo que si en esta posici6n se tiene una cadena que 

contenga un doble enlace. 

cuando est4 sustitu!da la posic16n N-6 de la adenina 

(por ejemplo zeatina o isopenteniladenina} , el nt1mero ~ptimo 

de !tomos de carbono de la cadena unida a este sitio es de 

cinco. Aumentando la longitud de la cadena hasta diez 4tomrs 
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de carbono (es decir, 6-decil-aminopurina), las citocininas 

reducen su actividad a niveles escasamente detectables (2, 

21) • 

No stllo las adeninas 6-sustitu!das, sino también las 

1-sustitu!das han mostrado actividad citocinética. Sim·em

bargo, es posible que los compuestos 1-sustitu!dos puedan · 

transformarse, por acci6n enzimática·, a adeninas 6-sustitu!

das y la actividad puede deberse a este cambio. 

!'ara que las fenilureas posean actividad, se necesita 

· tener un grupo -NH-CO~NH- y un anillo bencénico. 

Es dif!cil distinguir a primera vista, qué tienen en 

coman estos derivados con los de adenina, pero algo que se 

relaciona entre ellos, es el enlace -N-C-N- que en los deri

~ados de adenina son cuatro y en las fenilureas uno. Los 

seis miembros del anillo de pirimi.d.:i.na de la adenina pueden 

ser análogos a. los del anillo de fenilo en las fenilureas; 

y el 6-amino de la purina, análogo a un sustituyente meta 

en las fenilureas (21 • 
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II:I. ME'l'ODOS I>E ANALISIS. 

Los an4lisis de fitorreguladores se dirigen principal

mente al aislamiento, purificacidn e ·identificacidn de e~tos. 

como ya se mericion~ con ant~rioridad, uno de los proble

mas b!sicos en el estudio de sustancias enddgenas de creci

miento, son las cantidades tan pequeñas que se tienen en la 

naturaleza, que genexalmente son del 6rden de nanogramos 

'por gramo de tejido fresco. 

Los m~todos empleados para extraer y purificar eRtas 

hormonas son muy variados. Una de las dificultades para se

leccionar el procedimiento de extracci6n adecuado, es que es

tas sustancias pueden 3er de compbsicidn gu!mica desconoci
da. Adem4s, es múy·-dif!cil que los procedimientos de an4li-. . . 
sis no alteren la estructura y propiedades del material. Por 

ello, es muy importante que se seleccione la t~cnica de an4-

lisis m!s adecuada a cada caso, 

l. METODOS DE SEP.ARACION. 

A pesar de que la separación es un paso esencial para 
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poder identificar a las hormonas, realmente se han desarro

llado pocos mdtodos de aislaipiento. 

La intenc16n de todo proceso de extracci6n, es separar a 

las sustancias que nos interesan de los de.'tlds componentes pr~ 

sentes en la muestra, con la menor p~rdida posible. Para 

ello, las·t~cnicas m4s com~nes s6n: difusión y extracción con 

disolventes. 

DIFUSION. Por este método, el órgano o tejido del cual 

se va a extraer la sustancia, se corta y se coloca por el lado 

en que se cort6, so~re un medio de agar, que se puede cambiar 
cada cierto tiempo, 

Una vez que. la sustancia de inter~s se movi6 desde el te
jido, se extrae del agar por otrós medios, o se puede· hacer 

el bioensayo sobre el agar. 

Esta t~cnica tiene la ventaja, de que cuando la mayor!a 

de las sustancias presentes en el tejido no se difunden al 

agar, bajo condiciones apropiadas podemos separar las sus
tancias que nos interesan. Esta técnica se puede utilizar 

para calcular la cantidad de compuesto que se tie~e en cierta 

cantidad de tejido vegetal, La desventaja de este m~todo, es 



que sólo se aplica con buenos resultados a pequeñas canti

dades de tejido (1). 
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EXTRACCION CON DISOLVENTES. . El principio empleado aqu! 

es que cuando se tienen dos ·disolventes inmiscibles entre s! 

(polares o.fase acuosa y no polares o fase orgSnica), la 

sustancia que se estudia pasa casi completamente a uno de los 

disolventes, dependiendo del coeficiente de partici6n que se 

tenga en ese sistema en particular, Ya que diferentes sús·

tancias tienen diferentes coeficientes de partic_i6n, se. 

pueden hacet una serie de transferencias de un disolvente a 

otro para separar la sustancia que nos interesa. 

Ajustando el valor de pH del disolvente polar, podemos 

alterar el coeficiente de·partic16n de ese sistema (1). 

Los disolventes utilizados, valores de.pH.yotros. deta'"" 

lles, dependen de los compuestos que se qUieran extraer. 

Cualquiera que sea el m~todo de extracción, debe selec

cionarse muy bien para evit~ que los compuestos que nos int~ 

resan se hidrolicen, o sufran algunas alteraciones durante 

la extracción (29), 
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2. ME'l'ODOS DE PURIFICACION. 

Una vez que las hormonas vegatales se extraen del tejido, 

casi siempre se hace necesaria una purificaci6n y ésta gene

ral.Jllente se hace por alguna forma de cromatografía. En .cada 

caso, la mezcla que se quiere purificar se mueve a lo· largo 

del medio adsorbente con ayuda de un disolvente apropiado y 

as! se separan diferentes compuestos de acuerdo a su solubi

lidad en el disolvente y a su afinidad por el adsorbente. 

CROMATOGRAFIA EN PAPEL Y EN CAPA FINA. 

Las cromatografías en papel (CP) y en capa fina (CCF), son 

las técnicas m~s frecuentemente empleadas en la purif icaci6n 

de xitorreguladores cuando se quiere hacer una estimaci6n por 
bioensayo (30 l • 

Aml>as t~cnicas muestran un excelente poder de r.esolu

ci6n para compuestos de estructura muy similares, como por 

ejemplo, los is&ieros de zeatina-7-~ -D-gluc6sido y zeatina-

9- t -D-gluc6sido (311 , 

La rapidez y bajo costo de estas t~cnicas, hacen que 

sean muy usadas. Sin embargo, no se recomiendan estas técnicas 
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si se quieren recuperar compuestos muy polares, ya.que.los 

rendimientos sdn muy bajos y variables. 

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA • 
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. En muchos análisis de hormonas vegetales, la cromatogra

f!a en columna de alguna manera se ha incorporado como un pa

so de purificaci6n. La eliminaci6n de compuestos fen6licos y 

pigmentos, s6n dos de las muchas razones existentes para el 

uso de ~stas columnas. 

La polivinilpirrolidona. insoluble (PVP), es uno de los 

materiales m4s frecuentemente empleados en el empaquetamien

to de columnas y generalmente se eluyen con buffers acuosos 

para elim!nar fenoles y pigmentos (32). La PVP también se 

puede utilizar en el método de barrido, en el cual se im

pregna este material con el extracto vegetal, "i después se 

separa por filtraci6n .(33). 

Otro material muy utilizado en el empaquetamiento de 

columnas, es· el Sephadex LH-20 para purificaci6n de ci toc::i

ninas (34) 1 giberelinan (35), y para los derivados del IAA 

(36). La técnica se describi6 originalmente como cromato-

grafía de adosroci6n, pero como con disolventes polares como 
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fase m5vil tienen un mecanismo de separaci6n de fase inversa 

(compuestos polares eluyen ant~s que los compuestos no pola

res}, dej6 de llamarse as! (31). 

Las coltunnas de intercambio i6nico es otra forma de pu

rificaci6n de los fitorreguladores. McDougall y Hillman· (37) 

encontraron a la DEAE-celulosa superior al PVP para eliminar 

pi91t1entos vegetales y recuperar el IAA de extractos del te

jido vegetal. Estas columnas poseen tambi~n una gran capa

cidad de muestra y dan buena separaci6n del IAA esterificado 

·con azt1cares, si el material que se utiliza es Dowex 50 (38} • 

La recuperaci6n de pequeñas cantidades de citocinirias bases y 

nucle6sidos a partir de resinAs de interca."llhio cati6nico no 

es cuantitativa (30), en cal!lblo, la celulosa fosfato es el 

material m~s adecuado para este tipo de purificaci6n. Un 

material de intercambio ani6nico que casi no se utiliza, es 

la Duolita, que permite la total recuperaci6n de las cito

cininas (391. En este tipo de col\1Illnas, debemos tomar en 

cuenta que adem4s del material de intercambio i6nico adecuado 

debemos usar el eluyente en su forma i6nica lo m4s "suave" 

posible para evitar la hidr6lisis de los compuestos que que-

remos purificar. 

•' 
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La cramatograf!a de adsorcien utilizando carbón (29), 

celita (40) o s!lica gel (41), se utilizan en la purificación 

de ABA, zeatina y giberelinas respectivamente. sin embargo, 
~atas purificaciones s6lo se rec01aiendan en analisis oualita-

tivos, ya que la recuperación es baja debido a la alta afi

nit..ad de estos compuestos al material de adsorci6n. 

La cromatograf!a por exclusión de tamaño {CET), utiliza 

columnas empacadas con cuentas biológicas y se utiliza para 

separar a las hormonas de los dem4s componentes del extracto. 

Los compuestos se separan ade acuerdo a su tamaño molecular. 

Se ha re~ortado una buena recuperación por este m~todo {29), 

Para la purificación de fitorreguladores también se han 

utilizado las cromatograf!as de gases y Hquidos de alta efi

ciencia, pero se utilizan más en la identificaci6n de estos 

compuestos. Estos m~todos, que en la actual~dad.són los más 

utilizados, se comentarán más adelante. 

3. METODOS DE IDENTIFICACION. 

La identificación de las hormonas vegetales se lleva a 

cabo por medios biológicos y/o por medios fisicoqu!micos. 
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MEDIOS BIOLOGICOS. 

Los medios biol6gicos generalmente se hacen por bioen

sayo o por ensayo inmunológico. 

BIOENSAYO. Todos los grupos conocidos de fitorregulado

res se descubrieron por su actividad biol6gica en ciertos sis 

temas de prueba. Como resultado, se han desarrollado nurne-

rosos bioensayos para estos compuestos. 

Un ensayo biol6gico o bioensayo consiste en medir la 

·respuesta que un 6rgano o tejido tenga al ponerse en contacto 

con la sustancia sometida a prueba. Se obtiene as! una cur

va patr6n·que relaciona la respuesta del organismo y la dosis 

de sustancia que nos interesa, 

Sin embargo, los bioensayos tienen muchos problemas in

herentes. La precisi6n es mala por la variaci6n del tejido 

vegetal, que es la base del bioensayo. Muchos de ellos tie

nen selectividad limitada o no definida, por lo que se nece

sitan ciertas condiciones de purificaci6n para cbtcner datos 

confiables. Cualquier impureza en los extractos biol6gicos, 

incluyendo inhibidores u otras mol~culas activas, pueden con

ducirnos a una interpretaci6n equivocada de los resultados (9). 
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ENSAYOS INMUNOLOGICOS. · ·estos ensayos inmunol6gicos se 

aplicaron originalmente al estudio de hormonas animales, y 

posteriormente, al estudio de fitorreguladores. 

En principio, parece ser un m~todo ideal para el análi

sis cuantitativo de los fitorreguladores, por ·su rapidez, pr!_ 

cisi6n, selectividad, sensibilidad, y el compuesto no nece-

sariamente debe estar puro. Además, este m~todo permite ana 

lizar grandes cantidades de muestra. 

Para este método, se necesita la formaci6n de un anticue! 

po para la sustancia que nos interesa. Sin embargo, debido 

a que los.fitorreguladores son moléculas pequeñas, es difícil 

obtener un anticuerpo espec!fico. Por esta raz6n, se neces!_ 

ta unir este compuesto a una molécula grande, por medio de 

un enlace covalente. Esta mol~cula generalmente es una pro

te!na •. Las proteínas más usadas son la albÜl!lina .sérica bo

vina (BSA) y la albtlmina s~rica humana (HSA). Este complejo 

hormona-prote!na se inyecta posteriormente a un conejo, de 

tal manera que se estimule la formaci6n de un anticuerpo. 

La posici6n del enlace entre las hormonas y la proté!na es 

determinante para la selectividad del anticuerpo formado 

(29, 30). 



1 

. • 

49 

En la mayor!a de los ensayos inmunol6gicos, la cuanti

ficaci6n de estas sustancias, es por medio de la formaci6n 

de un complejo hormona-enzima, que reacciona con el anticue!. 
po. La actividad de.enzima detectada es inversamente pro-

porcional a la cantidad del: compuesto en la muestra (30). 

El principal problema de esta t~cnica, es la formación 
del anticuerpo espec!fico a cada fitorregulador • 

MEDIOS FISICOQUIMICOS. 

Durante la d~cada pasada, los m~todos fisicoqu!micos 

en el análisis de fitorreguladores, han tenido gran acepta-

ci6n y un gran desarrollo. Estos m~todos se han aplicado 

a todos los grupos de fitorreguladores, ya que nos ofrecen 

sensibilidad, precisidn y rapidez de análisis, casi imposi-

ble de obtener por bioensayos, La mayorta de estas t~cni-

cas se basan en estudios de cromatografía de gases y croma-

tograf!a de líquidos. 

1 

CROMATOGRAFIA DE GASES. La cromatografía de gases (GC), 

fue una de las primeras t~cnicas fisicoqu1micas uoadas en 

la cuantificaci6n de fitorreguladores. 
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Para estudiar a los·fitorreguladores por dste mdtodo, 

se necesita, con excepci6n del etileno, que se forme un de

rivado volátil de estas sustancias. Las derivaciones más 

comunes, son la s1lilaci6n, alquilaci6n y acetilaci6n (9). 

Al principio, este análisis se hac!a sobre columnas 

empacadas, pero estas se sustituyeron.por columnas capila-

res, que aumentaron la eficiencia y rapidez de separaci6n (29). 

La cromatograf!a de gases se denomina cromatografía de 

gas-lfquido (GLCl, cuando las paredes de la ~alumna se re

cubren coi\ una capa de l!quido no vol:itil. El l!quido uti

lizado como fase estacionaria, puede ser de diferentes pola

ridades. 

Una de las dificultades de dste m~todo para cuantiflcar 

a las horinonas vegetales, es la preparaci6n de los derivados, 

ya que se necesita que tanto los reactivos como los compues

tos a analizar, estdn muy puros para obtener datos reprodu

cibles. 

DETECTORES UTILIZADOS EN CROMATOGRAFIA DE GASES. El 

detector de ionizaci6n a la flama (FID}, utilizado en la 
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mayor!a de los an4lisis por GC, detectara a todos los com

puestos que se ionicen por comI>usti6n en flama de hidr6ge

no. Aunque estos detectores son muy sensibles (llegando a 

detectarse nanogramos), son poco selectivos. Debido a esto, 

se necesita que loe compuesto a analizar, tengan una gran pu

reza para obtener datos confiables (29, 30). 

Los detectores por captura de electr6n (ECO), responden 

s6lamente a compuestos que son electronegativos. Estos de

tectores son tanto selectivos como sensibles, ya que detec

tan cantidades de picogramos. El ABA-Me, es la ~nica hormo

na vegetal que tiene naturaleza electronegativa, por lo que 

puede cuantificarse muy bien por este método (29). Sin em

bargo, dado que los ECO s6n muy sensibles a compuestos orgá

nicos halogenados, éste método se ha aplicado a fitorregula

dores susceptibles d~ halogcnaci6n (con trif luoroacetatos y 

heptafluorobutiratos). De e~ta manera, se puede awnentar el 

1.1'.mite de detecci6n de estos compuestos de 10 a 100 veces. 

No obstante, cualquier otro compuesto presente en la muestra 

susceptible de halogenarse, alterará los resultados obtenidos. 

El detector de ionizaci6n a la flama alcalina (NPD), pu!_ 

de detectar selectivamente mol~culas que contengan nitr6geno 
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y·f6sforo. Esta t~cnica se ha usado en la cuantificación de 

citocininas (44) y auxinas (45), Los l!mites de detecci6n 

reportados s6n del 6rden de picogramos, y además, se tiene 

una selectividad mayor que con FID. 

El espectr6metro de masas (MS), es el detector más se-
·• 

lectivo que puede acoplarse al GC. La introducci6n de este 

sistema revoluci6no el campo del análisis de fitorregulado

res. Esta t~cnica combina el poder de separación de la GC y 

la selectividad del MS. 

Aquí, les compuestos s6n ionizados y fragmentados den

tro del espectr6metro de masas, y ~stos iones fragmentados 

se separan y analizan, de acuerdo a su relaci6n masa-carga 

(m/e). E~tos fragmentos específicos y su intensidad relati-

va, dan un espectro de masas, particular de cada compuesto. 

As!,el espectro de masas obtenido, puede compararse con es

pectros conocidos para identificar a la muestra. 

Como la mayoría de los fitorreguladores s6n sustancias 

poco volátiles, para analizarse por GC, se necesita formar un 

derivado volátil, por lo que la fragmentaci6n obtenida en. 

el espectro de masas será característico del derivado prepa

rado, y no del compuesto inicial. 
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Los espectros de masa obtenidos de muestras vegetales, 

pueden considerarse como referencias, si los ccm1puestos es

tán libres de impurezas. 

En la actualidad, se utiliza este instrumental acopla

do a computadoras, facilitando ast el análisis de los resul

tados (9) • 

Ultimamente, se ha introducido un aparato de análisis 

infrarrojo como detector de GC (GC/FT-IR), para identificar 

a los fitorregulado:res. Esta t~cnica puede ser de mucha ayu

da en los casos donde .los espectros de masas nos dan poca 

informaci6n para la identificac16n del compuesto. Esto es 

coman en el caso de las giberelinas y compuestos relaciona

dos, ya que tienen· muchos is6meros estructurales. De esta 

manera, la GC-MS y la GC/FT-IR, nos proporcionan informaci6n 

fundamentalmente para compuestos que no pueden detectarse 

por otros medios (9). 

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC).- Es 

indudablemente el m~todo m4s poderoso y vers4til en el análi

sis de fitorreguladores. 

La HPLC no s6lo ofrece un alto poder de resolución; 
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sino que tambi~n se pueden recuperar considera.blea cantidades 

de muestra en poco tiempci. Por ello, ~sta t~cnica se ha ut! 

lizado _tanto en el aislamiento, como en la identificaci6n de 

estos compuestos, pudiendo cuantificar a todos los fitorregu

ladores, excepto el etileno. · 

Se ha utilizado una gran variedad de mate.ria! de empa

-~etamiento ¡>ara columnas de. BPLC, representando as1 todos 

los modos de ~eparaci6n que se conocen para la cromatogra

f!a en columna. 

RPLC, FASE NORMAL.- Este sistema, es mucho más sensible 

y eficiente que el _original fraccionamiento por columna, P!!. 

duendo separarse muestr~s multicomponentes de menos de 100 

nanogramos. 

Esta t~cnica tiene un mecanismo algo complejo, debido 

en parte a la fnestabilidad de la fase mdvil sob:re el so

porte. Por eso, se prefiere que el material. de. er(lpaq:uet.~-. 

miento, tenga fases enlazadas polarmente. El material m4s 

usado es la sílica-gel, que se enlaza covalentemente a al

gdn sustituyente polar. Ejemplo de estos materiales s6n: 

Partisil 10, Partisil PAC, y Bondapak-NH2 (29). 

Esta t~cnica se usa principalmente en el aislamiento e 
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identificaci6n de giberelinas (29). 

BPLC, FASE INVERSA. El uso limitado del material de 

empaquetamiento en fase normal 'para HPLC, se debe al gran d~ 

sárrollo de la separaci6n fase .. inversa de HPLC ,. 

A partir de 1975, la cromatograf!a fase inversa, ha. te

nido una gran importancia en la separaci6n de fitorregulado

res. Una de las razones de la popularidad de ésta t~cnica, 

es que puede utilizarse como fase m6vil, disoluciones acuo

sas, lo que favorece al análisis de muestras vegetales debi

do a su naturaleza predominantemente acuosa. La facilidad. 

de seleccionar la·fase mOvil, permite determinar las condicio 

nes de separaci6n, para el aislamiento de compuestos que di

fieren muy poc;:o en su estructura .(9). 

El material de empaquetamiento, est4 constitu!do prin

cipalmente por partículas de s!lica-gel como fase enlazante, 

recubiertas por hidrocarburos. Los materiales comerciales 

m4s conocidos sdn c2, c6 , c8, c18 y c22.• El material m4s' 

usado es el c18 Coctadecilsilano, ODS), probablemente porque 

es el que dura más tiempo (30)-. 

Una de las propiedades mds notables de este material, 

es que se puede hacer un mayor nlhnero de inyecciones, a 
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diferencia de otro tipo de material, y tambidn los grandes 

vol15menes que pueden inyectarse a col1D!lllas relativamente pe

queñas (10 mm de ancho por 25 cm de largo) •. 

Esta t~cnica se ha usado en el aislamiento e identifi

caci6n de-: ABA y -compuestos relacionados (46) , citocininas 

(47), y giberelinas (48). 

HPLC POR ADSORCIOH. A pesar del uso tan difundido de 

la cromatografía en capa fina en estudios de fitorregulado

res, la HPLC por adsorc!6n ha sido relativamente poco uti

lizada. 

En general, los sistemas ·de disolventes para TLC, pue

den usarse directamente en HPLC, aunque con algunas modifi

cacione~ para asegurar una rápida eluci6n. 

Esta tdcn.ica se ha usado en el análisis de ABA, citoci

ninas Y. giberel!nas (29), sin embargo, no se recomienda si 

es necesario utilizar un gran volumen de eluci6n. Proba-

blemente por esto y porque algunos sistemas de disolventes 

absorben luz UV, se ha limitado su uso (30). 

HPLC POR INTERCAMBIO IONICO.- El material de empaque

tamiento i6nico, fue uno de los primeros materiales usados 

en HPLC, y se ha empleado en la separaci6n de IAA, ABA y 
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citocininas (29). 

Desafortunadamente, este material no es adecua~o para 

la purificaci6n de fitorregualdores, ya que se necesitan 

buffers no volátiles cOl!lo eluyentes. De hecho, ésta t~cnica 

no se utiliza .si .. queremos l:'.ecuperar el compuesto puro. Otra 

cosa por la que ~sta técnica no es muy utilizada, es que 

este material no es tan estable como otros tipos de empaque

tamiento para HPLC (30). 

DETECTORES HPLC.- El detector i1V es uno de los m4s 

com6nmente usados, aunque ~ste método no sen muy selectivo. 

Los detectores uv de longitud de onda fija, usualmente 

operan a 254 y 280 nm,. que es.donde absorben las citocini

nas, el ABA y el IAA. En cantbio, las giberelinas s6lo ab

sorben a longitudes de onda menores de 220 nm, aunque se han 

hecho derivados de estos compuestos para que absorban a 254 

mn. Si reaccionan otros componentes en la mezcla, pueden 

obtenerse datos equivocados. Se llegan a detectar cantida

des de 0.5 a 5.0 nanogramos. 

La detecci6n por fluorescencia de las hormonas vegeta

les, especialmente indoles, ofrecen una mayor sensibilidad 
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y selectividad que las detecciones uv. La flurescencia na

tural de los compuestos ind6licos s6lo se detecta si se ha

ce un derivado. También se han hecho derivados da ot~os fi-

torreguladores. Las cantidades detectadas s6n del orden de 

picogramos (2~). 

Los detectores electroqu!mic0s que operan en forma oxi-
. . - ·-- . . 

dativa, a6n también selectivos y sensibles, sobre tod6'para 

compuestos ind6licos (29). 

El monitoreo de radiactividad aplicada directamente al 

BPLC~ permite la detecci6n de compuestos radiactivos cuando 

eluyen de la colwnna. El detector ~s utilizado, es el de 

cuarzo sililante en c4psula. Este sistema se usa principal

mente para estudiar el metabolismo.de los fitorr~guladores 

(29). 
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IV. ME'l'ODOS DE EXTRACCION DE CITOCININAS. 

Se han reportado varios mf!todos de extracción de éito

cininas, algunos de los cuales han sido desarrollados por 

Bieleski (49, 50); por Laloue y sus colaboradores {51)1·por 

· Burrows y sus colaboradores (52)1 Tegelman (53)1 Dauphin y 

sus colaboradores (54); y por Nishinari y Syono (55). 

Dauphin y sus colaboradores (54), extrajeron las cito.

cininas de Mercu:rialis ambigua •. 150-200 gramos de tejido 

fresco, se pusieron en nitrógeno liquido y se homogenizaron 

con agitación vigorosa. Posteriormente, se extrajo con 

etano~ al BO % tres veces. El extracto as! obtenido se 

concentr6 al vacio para purificarlo posteriormente. El re

siduo obtenido se pas6 a una columna SP Sephadex e 25, elu

yendo con hidróxido de amonio O.OS M. El extracto contiene 

nucle6sidos, bases libres y nucle6tidos. Los nucle6sidos y 

bases libres se separan de los nucle6tidos, extrayendo con 

n-Butanol saturado con agua. Posteriormente se concentra 

esta fase butan6lica y las citocininas as! obtenidas s'e di-. 

suelven en etanol al 35 %, y se eluyen a trav"s de una co

lumna Sephadex LH-20 con etanol al 35 %. 
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Las fracciones elutdas se compararon con estándares para 

saber a qu~ correspond!an y las fracciones correspondientes 

a las citocininas se analizaron por cromatografía de gases

espectrometr!a de masas. 

Burrows y sus colaboradores. (52), extraen las citocini

nas !ie.l t-RNA C!e g~rmen de. trigo. A 2 .16 gramos de t-RNA de ·· 

g~rmen de trigo se añadi6 agua destilada y ésta soluci6n se 

dej6 a 4°C por 49 horas. Posteriormente, ·la mezcla se hi

droliz6 enzimáticarnente con fosfatasa alcal.ina y veneno de 

v1bora. El hidrolizado se extrajo seis veces con la fase su 
perior de .acetato de etilo-agua 5: l. El extracto as! obten! 

do se liofiliz6 y el material s6lido se disolvi6 en 4 ml. de 

etanol al 35 %, para posteriormente.pasarse sobre una co

lumna de Sephadex LH-20, eluyendo con el mismo disolv~nte. 

A cada una de las fracciones elu!das de la columna, se le 

determin6 su absorbancia a 265 run. Las fracciones que ab

sorb!an a esa longitud de onda, se les paso por cromatogra

en papel, eluyendo con etanol al 95 %. Los elu!dos se con

centraron a sequedad y se analizaron por bioensayo. 

Nishinari y Syono (55), obtienen las citocininas a par

tir de cúltivos de callo de tabaco. Las c~lulas colectadas 



61 

por filtraci6n se homogenizan con etanol al 80 % en un mor

tero enfriado. El homogenizado se centrifuga a 10. 1 000 x g 

por 20 min. Esta. operaci6n se repite dos veces. Todos los 

extractos etan6licos se concentran al vac!o ·a 40°C. Pos

teriormente, la muestra se disuelve en agua destilada ~ se 

ajusta el pH a 3 con HCl l.O N y se extrae tres v.eces con 

hexano. La fase acuqsa residual se ajusta a pH de 8.0 con 

hidróxido dia sodio l. O N y se extrae tres veces con n-buta

nol saturado con agua. Todos los extractos de n-butanol se 

combinan y esto es lo que se conoce corno la fase soluble en 

butano!. Esta fase se analiza por HPLC. A la fase acuosa 

residual se le añade fosfatasa alcalina con .objeto de hi

drolizar enzimáticamente a las citocininas conjugadas. Es

ta hidrólisis se lleva a cabo por espacio de 3 horas a 37° 

c. Despu~s de este tratamiento, las citocininas se extraen 

tres veces con n-butanol saturado con agua, para posterior

mente analizarse de la misma manera que las citocininas ob

teni,das de la fracci6n butan6lica anterior. 

Nishinari y Syono (52), indicnn en nu art!culo que con 

éste m~todo de extracci6n las citocininas libres se disuelven 

en el butano!, y las citocininas conjugadas permanecen en la 
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fáae acuosa. La h1drdlis1s enziin4t1ca con fosfatasa alca

lina,. de las citocininas conjugadas presentes en la solu-

. ci6n acuosa, libera a·~stas,· pudiendo entonces extraerse con 

n-Butanol. 
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PARTE SXPERDmN'l'AL. 

Los-aparatos utilizados end~te trabajo fueron: 

- Un cromat~grafo de lfquidos Waters Assoc., RCM-100 

equipado con: dos bombas de alta pres16n 6000-A; un inyec-

1 tor uniVe2:'Sal U-Éi-K; una COlUlllDa radial Pak de Octadec:i.1-

silano, con tamaño de partícula de 5 micrometros y un es

pectrofo~&tetro UV-VIS Perkin Elmer, LC-55. Se ten!a aco

plado un banco de datos Sigma Perkin Elmer. 

-un cromat(Sgrafo de gases Perk~n Elmer, Mod. 3920, 

con detector de ionizaci6n a la flama. Colmnna .capil.ar 

OV-101. Intervalo d~ temperaturas, 200 a 260°C, con una 

velocidad de calentamiento de 5° por minuto. 

- Un espectr&netoo de masas CG 59488 A. Columna Ca

pilar de metilfenilsilic6n de 25 m X 0.25 JIUll, programado 

de 200 a 26o•c a.Sºpor minuto. 
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Todos los reactivos y disolventes utilizados, fueron 

grado R. A.r Q, P., y grado Espectro y se utilizaron sin 

previa purificaci6n. 

- Metano!, Merck. 

- Etanol, Merck y Baker analyzed. 

n-Butanol, Monterrey. 

- Hexano, Merck. 

- Hidr6xido de sodio JVC. 

- Acido alorh!drico Adler. . . 
- Zeatina, is~merd trans, Sigma Chemical Co. 

Piridina. 

- Hidr6xido de potasio JVC. 

- Trimetilclorosilano (TMCS) Aldrich, 

- Hexametildisilazano (HMDS) Aldrich. 
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- Bis (trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA} Alqrich 

EXTRACCION. 

Para poner a germinar las semillas de maíz, en un re

cipiente de vidrio se colocaron éstas semillas entre dos ca-

pas de algod6n humedecido con agua destilada, y se cubrid el 



recipiente con papel aluminio para evitar el paso de la 

luz. Las semillas se incubaron a 2s•c durante 4, 24 y 48 

horas, para proceder a su extracci6n. 
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Para extraer a las citocininas, a 10 gramos de granos 

de elote o semilla de ma1z molida, se le añaden 30 miii11-· 
tros de etanol ai 80 % y se hamo~eniza con licuadora por es

pacio de 3 min., enfriándo exteriormente con un baño de 

hielo-sal, Posteriormente·, se centrifuga. por'· espacio de 

. 15 min, al término de los cuales se separan la fase sobre

nadante y el res!duo. A ~ste residuo, se le añaden otros 

20 ml. de etanol al 80 % y se agita const~temente, durante 

20 min., con agitador magnético en baño frío. 

Esta mezcla se vuelve a centrifugar por 15 min, y el 

extracto sobrenadante se mezcla con el de la primera extrae~ 

c16n y se concentran al vac1o a 4o•c y 25 mm •.. de Hg, hasta 

tener cerca de 10 ml, 

El residuo asf obtenido, se afora a 30 ml. de agua des

tilada y se ajusta el pH a 3 con Hcl l N. Bsta soluci6n se 

lava con Hexano varias veces, con porciones de 10 ml. cada 

una, hasta que la fase org4nica quede transparente. 

La fase acuosa se ajusta a pH de 8 con NaOh l N, y se 
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extr.ae con n-butanol saturado con agua, con tres porciones de 

10 ml. cada una. 

Los extractos de n-butanol se combinan y se evaporan a 

sequedad, a 5 mm. de Hg·y 40ºC en un evaporador rotatorio. El 

residuo se disuelve en 2 ml. de metanol y se filtra. 

De la soluci6n resultante, se toman 25 micro.litros y se 

inyectan al cromat6grafo de líquidos, para analizar a las ci

tocininas. Eluyente: mezcla metanol-agua 70:30; longitud de 

onda, 254 run, velocidad de flujo 1.5 ml/min, velocidad de 

la carta, 5 mm/ min, atenuación, 3. 

Para identificar a las citocininas por cromatografía de 

gases, el extracto obtenido de la fase butan6lica se disuelve 

en aproximadamente 100 microlitros de pirid.ina y se añaden 

100 microli tros de hexametildisilaz.ano y 10 microli tres de 

trimetilclorosilano (TMCS), La mezcla resultante se calienta 

a 60ºC por espacio de 10 min. De los compuestos formados, se 

inyectan 5 microlitros al cromat(5grafo de gases, que se adap

t6 a un espectr6metro de masas, del cual se obtiene un espec

tro de las sefiales registradas en dicho cromat6grafo. 
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RESULTADOS Y DISCUSION. 

De los mdtodos referidos en el cap!tulo anterior, se . 

seleccion6 el de Níshinari y Syono {SS), por ser el que más 

fácilmente se adaptd al equipo y r~activos con los que se 

cuentan en el laboratorio, y también ·por ser un m~todo r4-

pido. 

El método se adapt6 a la extracci6n de citocininas en 

ma!z, daspu~s de varios ensayos en que se optimizaron las 

condiciones, haciendo los siguientes cambios: 

Dado que no se dispon!a de recursos para centrifugar a 

4°C, ~sta centrifugaci6n se llev6 a cabo a temperatura am

biente, no encontrándose ;··ui.sc:tones en los resul~ados. 
Durante la extracci6n uon ~-butanol saturado con agua, 

se observ6 que en algunas ocasiones se formaba un gel Si 

los lavados con hexano no se limitaban a tres como indica el 
método original, sino que se hac!an tantos lavados como fue-

ran necesarios para que la fase orgánica quedara limpia, no 

se forma date gel. Por ello se opt6 lavar con hexano las 



veces neceaar:t.as. 

· Finalmer,te, el· mdtodo ·de ex.treaccidn· qued6 adaptado de 

l& siguiente manera: 

A 10 gramos de granos de elote o de semilla.seca moli-
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. da,· se· le aftaden .30 ml. de etanol al ªº' y se homogeniza con 

lil':uadora ·por espacio de 3 min, enfriando exteriormente con 

un baño de htelo .. sal. Posteriormente, se centrifuga por es

pacio de 15 min. al td:rmino de los cuales se ·separan la fa-

. se ·sobrenadan.te y el residuo. A ~ste 11ltimo, se le añaden 

otros 20 ml de. etanol al 80% y se agita constant.emente dura!! 

te 20 min, con un agitador.magn~tico en baño f~!o. Esta 

mezcla se· vuelve a centri..fugar por 15 min. y el extracto 

sobrenadante se mezcla con el de la primera extraccidn para 

concentrarse al vacto a· ~OºC y 25,mm. de Hg, hasta tener 

cerca de 10 ml. 

El res!duo as! obtenido., se afora a 30 ml; · con agt;:a des

tilada y se ajust.a el pH a 3 con Hcl 1 N. Esta soluci6n se 

lava con hexano varias veces, con.porciones de 10 ml. c~da 

una, elimin4ndose as! compuestos neutros y 4cidos solubles 

en este disolvente. 

La fase acuosa se ajusta entonces a pH 8 con NaOH 1 N. 
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1 

y se extrae con n-Butanol saturado con ~gua con tres por

ciones de 10 ml. cada una. 

4QS extractos de n-Butanol se combinan y se evaporan 

a.sequedad a 5 Jtllll de Hg y 40ºC en ·un evaporador rotatorio. 
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El extracto obtenido de t!sta l!lanera. se disuelve en 2 ml. ,de 

metanol y se filtra, para inyectar ~ata soluci6n ar crómatc5-

grafo de líquidos. 



10 g. de muestra se homogenizan con 30 
ml. de Etanol al 80% por 3 min. 

l 
Se centrifuga por 15 min y se disuelve 
el res!duo en 20 ml. de etanol al BO %. 

!. ' 
El resfduo se homogeni;a con a9i_tador 
magn~tico por 20 min, en fr1o. 

! 
Se centrifuga po~ 15 min •. 

i 
Se concentran los extractos etan6licos 
a 40ºC y 25 mm de mercurio, 

! 
Se afora con 30 ml, de agua destilada y 

se ajusta a ph de 3 con HCl 1 n. 

! 
Se extrae varias veces con hexano, con 
10 ml.. cada una. 

l 
Se ajusta la fase acuosa a pH de B con 
NaDH 1 N y se extrae con n-Butanol tres 
veces con 10 ml. cada vez. 

! 
Se evaporan los extractos butan6licos a 
sequedad a 5 mm de Hg y 40°C. 

ESQUEMA DEL METODO DE EXTRACCION. 
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En .la Fig. 1, se muestra un cromatograma t!pico de un 

extracto de elote usando: 
N 
N . 
N 

co 
co . 
(Y') 

MUESTRA: Elote 9,99 gramos 

Extracto 0,048 g. 

Atenuaci6n: 3 

Mezcla de disolventes: 

Metanol-agua 30-70 

Vel. carta: 5 mm/ min. 

Vel. flujo: 1.5 ml/min. 

Sensibilidad: 500-50 

Longitud de onda: 254 nm. 

Fig. l. 

Posteriormente, se procedi6 a enriquecer. otro extracto 

de elot~, o.btenid::> de la misma forma, con un estándar de 

73 
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zeatina con objeto de identificar cu41 pico de los presentes 

en el cromatograma, corresponde a dicho compuesto. 

En la Fig. 2, se presentan los resultados y en ~l se 

representa al extracto sin enriquecer en la Fig. 2a y al mis

mo extracto enriquecido con est~ndar de zeatina en la Fig. 2b. 

o 
l"'I . 
N 

""' N . 

(a) 

""' o . 
""' 

N 
NM 

'\O 
N• 

N 

CX> 
,..¡ . 
,..¡ 

{b) 

. 
M 

MUESTRA: Elote: 10.09 g. 

Extracto 0.065 g. 

-s Zeatina. 2.36 x 10 M 

Atenuaci<.'Sn: 3 

Mezcia de disolventes: 

Metanol-agua 30-70. 

Vel. carta: 5 rr.m/min. 

Vel. flujo: 1,5 ml/min. 

Sensibilidad: 500-50 

Longitud de onda: 254 nm • 

tR (min) 

Fig. 2. 



Se hicieron entonces extracciones de semillas de los 

9enotipos de ma.tz H-139 y H-32, pero al. introducir el ex

tracto al cromat6grafo de l.tquidos, se presentaron proble

mas con la bomba de dicho aparato, lo que oblig6 a invertir 

la polaridad del eluyente, utilizándose entonces una mezcla 

de rnetanol-agua 70:30, que di6 tambi~n buena separaci6n, 

tanto en las muestras de elote como en las de ma!z. 
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Con estas condiciones cromatográficas, se inyect6 es

t!indard de zeati.na a distintas concentraciones, para tener 

una curvapatr6n en la que se relacionase el !irea del pico 

correspondiente a la zeatina y su concentraci6n, para poder 

cuantificar a dicha zeatina presente en la muestra. En la 

gráfica correspondiente a la Fig. 3, se muestran los resulta-

dos obtenidos. 

En los extractos de ma!z H-139 y H-32, se encontr6 que 

la cantidad de citocininas presentes en 10 gramos de semilla 

seca, era mucho menor que la cantidad de citocininas encon

tradas en 10 gramos de elote, por lo que fue necesario ha-

cer una extracci6n a partir de 40 gramos de semilla seca, 

dividida en dos lotes de 20 gramos cada uno. Tambi~n se 
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observ6 que el genotipo H-139 contiene una mayor cantidad 

de citocinin~s que el genotipo H-32. 
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En la Fig. 4a se presenta el crornatograma del extracto 

del genotipo de ma!z H-139, y en la Fig. 4b, el correspon

diente al genotipo H-32. 

· Dado que la cantidad de est~ndard de zeatina con la que 

se contaba, era muy pequeña, no fue posible enriquecer to

dos los extractos, por lo que la as1gnaci6n se hizo muchas 

veces por comparaci6n con muestras que s! hab!an sido enriqu~ 

cidas con estandard (Figs. 2a y 2b). 

NOTA: Los tiempos de retenci6n var!an un poco en los 

crornatogramas, ya que es muy dif!cil reproducir todas las 

condiciones necesarias para obtener los mismos tiempos de 

retenci6n. 

una vez establecido el m~todo de extracci6n y detec

ciOn de las citocininas, se considero importante determinar 

si las citocininas preeentes en las semillas de ma!z, se en

contraban concentradas en alguna parte de la semilla, o si 

estaban distribu!das homog~neamente en ella. Para resolver 

esta cuestión, se separo manualmente el ernbriOn del resto de 

].a semilla, escogiendo en este caso al genotipo n.-139. 



... 
in 
N ..... 

~ 
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l"'I 
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(a) 

CD ... . 
N 

(b) 

Fig. 4. 
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MUESTRA: 

a) Maf~ H-139, 40.11 g, 

Extracto: 0.045 g. 

b) Ma!z H-32, 40.10 g 
... .. ,. 

Extracto: 0.033 g. 

Atenuaci~n: 3 

Mezcla de disolvent~s: 

Metanol~ Agua 70:30 

Vel. carta: 5 nun/min. 

Vel. flujo: 1.5 ml/min. 

Sensibilidad: 500:50 

Longitud de onda: 254 nm • 
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Se procedió entonces a hacer extracciones de los embrio

nes obtenidos a partir de 20 gramos de semilla y paralelamen

te, extracciones de 20 gramos de semilla completa, para poder 

hacer una comparaci~n. 

La Fig. Sa, repres~nta el c:romatograina del extracto.de 

semilla completa de H-139. El pico que aparece a un tiempo 

de retenci6n de 3.03 min. se asignó a la zeatina por compa

ración con extractos anteriores, y como puede verse, repre

senta aproximadamente .el 60 % del extracto, 

La Fig, Sb representa el cromatograma del extracto de 

los embrtones obtenidos a pártir de 20 gra~os de semilla com

pleta de H-139 El pico que aparece a 2.94 min, se asignó 

a la zeatina, y como puede verse, representa aproximadamen

te el 60% de este extracto. 

Estos resultados permiten concluir que las citocini-

nas est~n concentradas, en su inmensa mayoría en el embri6n 

de la semilla, ya que el contenido encontrado en este embrión, 

es equivalente al encontrado en la semilla completa. 

Una vez establecido que las c.i tocininas se concentran 

en el embrión, y dado que ~ste consta de dos partes: eje em

brionario y escutelo, es interesante determinar si las 
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a) Muestra: 
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Mismas condici~nes 

cromatogrSficas 

tR (min). 

bl Muestra: 

Embri6n de semilla de 
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Selllilla de maíz H~l39 

20 grámos maíz H~139, lo relativo a 

20 gramos. 

Extracto: 0.021 gramos 

tR 

1.79 

2.35 

3,03 

% Abundancia tR 

l,82 1.76 

31.07 2.37 

60.45 2.94 

Extracto: 0.022 gramos. 

% Abundancia 

3.48 

34.76 

60.45 

Fig. 5, 
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citocininas se concentran en una de dichas partes o se dis-

tribuyen en ambas. 

con este prop6sito, se procedió a separar el eje embrio

nario y el escutelo de un lote de 40 gramos de semilla H-139 

y se hicieron extracciones por separado de dichos componen

tes. 

En la Fig, 6a, se muestra el cromatograma del extracto 

del eje embrionario. El pico con tiempo de retenci6n de 2.77 

min. se asignó a la zeatina, y se observa que éste pico re-

presenta el 33 ~ del extracto, 

La Fig, 6b, representa el cromatograma del extracto de 
escutelo del mismo lote de semillas. Como puede observarse, 

en éste caso no está presente el pico que corresponde a la 

zeatina, lo que permite concluir que las citocininas se en

cuentran en el embrión y principalmente en el eje embrionario 

de éstas semillas. 

Como ya se mencionó anteriormente, se tenía interés en 

medir las variaciones en los niveles de citocininas durante 

la germinaci6n de semillas de ma!z. Con este objetivo, se 

pusieron a germinar semillas de ma!z H-139 en las siguientes 

condiciones: 
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a) Muestra: 

Eje embrionario, 

r.. 
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N' 

IQ 

'° . 
,...¡ 

(b) 
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Mismas condiciones 

cromatográficas • 

b) Muestra: 

Es cu te lo 

Lo relativo a 40 gramos. 

Extracto: Q,063 gramos 

tR 

1.67 

2,39 

2.77 

% Abundancia 

17,17 

49.70 

33,13 

Extracto: 0.011 gramos 

tR 

1.59 

. 2 .37 

Fig. 6, 

% Abundancia 

21. 60 

77. 82 



En. un recipiente de vidrio, se colocaron las semillas 

entre dos capas de algod6n hwnedecido con agua destilada, 
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y se cubri6 con papel aluminio para evitar el paso de la luz. 

Se incub6 a 25°C durante 4,24 y48 horas, para proceder a su 
extracci6n. 

La Fig. 7a, muestra el cromatograma del extracto de se

milla H-139 despu~s de 24 horas de sometida a las condicio

nes de germinaci6n, señaladas anteriormente. Como puede 

verse en el cromatograma, no se observa el pico con tiempo 

áe retenci6n alrededor de 3 min, correspondiente a la zea-

tina. 

La Fig. 7b :muestra el cromatograma del mismo extracto; 

de la Fig. 7a, s6lo que enriquecido con estándard de zeatina. 

Como puede verse en éste cromatograma, st aparece el pico 

con tiempo de retenci6n de 2.77 rnin, correspondiente a la 

zeatina. 

Estos resultados fueron muy desconcertantes, ya que se 

esperaba que durante la .germinaci6n se observara un increme~ 

to notable de citocininas y, sobre todo, de zeatina, ya que 

es una de las citocininas naturales m~s activas. 

En un principio, se crey6 que las semillas con las que 
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(b) 

al. Extracto sin enriquecer. 

84 

Muestra: 

Semillas de ma!z H-139 

germinadas durante 24 h 

40,04 g, semilla seca 

0.143 g, extracto • 

b) Extracto enriquecido con zeatina (0.25 mg/m1). 

Fi9, 7, 
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se trabaj~, estaban envejecidas y por eso se ten!an estos 

resultados no esperados, Se intent6 entonces obtener se

millas de ~stos genotipos m4s frescas pero no fue posible, 

por lo que se opt6 por cambiar el genotipo a ma!z chalque

ño, que era más fresco que los genotipos con los que se. 

hab!a trabajado hasta ahora. Sin embargo, al.hace.r la ex-. 

tracci6n con éstas semillas de ma!z chalqueño, los resul~

ta~os fueron los mismos: aparecen dos picos y al enrique

cerse el extracto con estándard de zeatina, aparece un 

tercer pico, lo que indica que en el extracto de ma!z no 

~ay zeat::.na. 

Entonces, se revisaron cuidadosamente todos y cada uno 

de los pasos seguidos durante la extracci6n y lo mismo se 

hizo con los disolventes y reactivos usados, no encontr4n

dose fuentes de error en éstos puntos. 

Por ésta raz6n, se revis6 nuevamente la literatura en 

lo referente a m~todos de extracci6n, y se encontr6 un mé

todo reportado por Vizárov4 y vozar (56), muy ·semejante al 

de Nishinari y syono {55), que es ~l que se hab!a seguido. 

Las ~nicas diferencias entre ambos métodos, eran que 

Viz4rov4 utiliz6 ~ter et!lico en lugar de hexano para lavar 
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los extractos de la soluci6n dcida, y extraer los compuestos 

neutros y 4c.idos. La otra d1.ferenc1a consisUd en que se El!. 

plea hidrdxido de amonio O.l .M, para alcalinizar la soluci6n 

acuosa antes de la extracci6n con n-Butanol. 

Como se.vé, las modificaciones eran m!nimas, por lo que 

no se pens6 que la fuente de error estuviera en él método 
de extracci6n, aunque se compararon ambos m~todos y no se en 

contraron diferencias apreciables en los resultados. 

En el momento en que el trabajo se encontraba en ~ste 

punto, qued6 instalado en la Divisi6n de Estudios de Pos~ 

grado, un espectr&netro de masas acoplado a un cromat6grafo 

de gases. 

Como en la literatura se repor~an identificaCTiones de 

citocininas por crornatograf!a de gases .. es.pectrometr!a de 

masas (40, 58, 59, 60}, se trat6 de identificar a dichos 

compuestos por éste método. 

Para ello, de un extracto correspondiente a los ejes 

embrionarios obtenidos a partir de 200 gramos de semilla 

seca del genotfpo de ma1z Chalqueño, se formaron derivados 

trimetilsililados de la siguiente manera: El extracto ob..: 

tenido se disolv16 aproximadamente en 100 microlitros de 



hexametildisilazano CHMDS}y 10 microlitros_de trimetilclo

rosilano ('!MCS}. La mezcla ~ol:11lada se calent6 a 6o•c 
durante un peri6do de 10 a 15 min. 

Los derivados asf formados se inyectaron al cromat6-

. grafo de qases, acoplado al espectr6metro de masas, obtr

niendose los siguientes resultados: 

¡t1c ., HAI%.O 6Jl ~ ... o·~·-"'·l _, 

· 1;ets 

· ali:id 

Cromatograma del derivado trimetilsililado, 

Muestra: Eje embrionario de mafz chalqueño, 

Lo relativo a 200 gramos. 

Fig. B. 
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En el cromatograma presentado en la Fig, s, se obser

van 8 picos, de los cuales se obtuvieron los 'espectros de 

masa de los tres picos que est4n en mayor proporci~n (Figs. 

9, lOyll), 

Los pesos d9 las citocininas libres trimetilsililadas 

van de 350 a 440 y los pesos de las citocininas conjugadas 

sililadas, van de 480 a m4s de 600 unidades de masa. 

Como se creyó que las citocininas que se obten!an por 

~ste m~todo eran las libres, se programó el aparato para 

determinar espectros de masas de compuestos con pesos in

feriores a 500 unidades de masa.· 

El espectro mostrado en la Fig. 10, parece correspon

der a la zeatina trimetilsililada, tanto por el peso del 

fragmento de masa mayor, como por los dem4s fragmentos for

mados (60). 

En los espectros de las Figuras. 9 y 11, se observa 

que el fragmento con masa mayor es superior al esperado 

para las citocininas trimetilsililadas. No obstante, no 

se tiene la certeza de que el peso registrado corresponda 

al ión molGcular o a un i6n fragmento, porque como se men

cionó, el peso m~imo que se pod!a registrar era de 500 
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Fig. 9 

Espectro de masas del terc~r pico deI cromatograma •. 
Sc°en 361 <14.401 f4inl of HAIZ.D . 
EJE El1BRIONARIO 

,.,~ !lbund. '4/z abund, fll/z abund. ffl/z abund. 

38.75 1 ~7.95 . 1 

3~;" 1 99.15 1 
41.llll 1 99~95 1 
43.H ~ 1111 .es 5 

''·ea 1 i!l1 ~~~ 1 

45.N 3 111~,05 34 
46.911 1 114.!35 ;5 
53.20 1 10s,e5 ;i 
54.!!5 3 1!19.15 2 
SE¡.80 1 110.9$ 1 

5s.ze 1 !I?. 9'j 1 
s8.9s 2 11s.g5 1 
59,80 1 111¡ ,1¡15 3 
E¡l ,05 1 117,15 15 
~7.~0 1 1u1.ti; 

~g.1!1 ;;s '19,95 1 
'13.15 180 l?U15 2 
74.05 8 129.05 28 
75.15 21 1;;s,,2e 4 
71¡.05 1 l;}l .05 6 

77.,5 2 13?.?ll 2 
81 •• 5 4 13~ •• $ 7 
!12.IS 1 13-W• __(_ 
83.31 1 141.211 1 
85.05 ;i !4?,85 4. 

8~.05 3 143,05 !? 
91.05 1 144.2~ 1 
92,95 1 145.20 6 
95.05 1 147. 15 19 
95.95 1 148. 15 3 

97.C!-> 14q,00 4 

150.15 
1si .eia 
155.15 
151¡.IS 
1!,i7,10 

158.0~ 
159.00 
IE¡:?.00 
169.00 
1,70. 'ti; 

171 .15 
173.15 
175.0!! 
177.15 
lp3.15 

185.0~ 

187.00 
189.15 
190.00 
191. l!i 

192.15 
193.25 
199, 15 
200.15 
201.15 

203. 15 
204.15 
205. 15 
206.25 
207.00 

1 215.15 
1 217 .15 
4 218.15 
1 219.1s 

1!11 ~20.2~ 

3 230.25 
? 231.15 
1 233.15 

12 243,25 
2 :;iu. l!i 

4 :¡!45.2!11 
3 247.21 
1 ~48.05 
1 259.20 
2 260.05 

~11.15 
273.20 

4 275.05 
1 289.21 
i¡ 290.21 

1~1.05 
1 332.311 

1 
S7 
IJ 
6 
1 

1 
3 
l 
s 
2 

2 
1 
1 
3 

2 
1 
1 

IS 
3 

g-- 36i .25. JI 

2 362. IS---- -- 3 
1 3r;;~.25. 1 

1 365.25 7 
7 366.25 2 
3 . 367,25 
1 437.40 
1 451.20 
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t.: en •29 t 11.5U "'"> a# MRJ?,D 
. (lt4 1 
• QC4 

• llt4 

• llt• 

• llt4 

' Sean 438 i 17,519 ~inl of 11AlZ.O 
.. EJE. EMBRIONARIO 

M/z abund. 1<1/z abund. ,..,.,, abund. ..... iiii ···ab·und.· --·-~·-·-.·----- .... ·--

45:0~ 1 129.05 27 175~_15 1 24?.05 2 
54.95 1 130.20 3 183. 15 2 247.05 1 
58.95 1 131.0li 6 1~5.15 1 259.05 2 
68.95 2 13?.20 1 189. 15 4 2'71.20 3 
7;3.05 10~ l?fl.05 6 191.15 11 ?72.05 1 

74.05 a 134.05 1 192, 15 1 273.05 
75.05 14 141.05 1 1~9.15 B 27?.20 1 
76.95 1 142.20 2 ?00. 15 1 ?~B.20 1 
81.05 4 14;3.05 6 203.0~ 1 ?8~.,20 25 
85.0,5 2 144.05 204.15 5 29~-?0 ~ 

89.05 1 145.20 5 ?05_. 15 3 291 .¡!0 2 
.97.05 2 147.15 26 207~ 15 3l':l.20 1 

101 .05 2 ua.'15 4 215. 15. 1 3?2.20 1 
103. 05· 33 · 149.00 ·4 217.15 35 361.25 16 
104.05 3 155.00 3 218.15 e. 3J;2.25 s 

105:·0$ . 1 157.00 ,10 219. IS 4 363.25 3 
109.05 1 159.15 2 221.15 1 ~64.25" 1 
113.05 159. tS 1 229.15 1 3~!i-15 5 
115.05 163.15 1 230.15 1 3~6.25 1 
116. 20 169.15 16 231~15 ·2 378.25 1 . 

117. '1::i 12 170.15 2 2;33. 15 1 379.25 2 
118.05 1 171. 15 4 243.15 10 380.25 . 
119.05 1 173. 15 2 244.1~ 2 437 .25 
127 .05 2 

Espectro de masas del cuarto pico del cromatograma. 

Fig. 10 



!!.;;;:-¡¡¡<SI.UD~,~, •• "~:tz.o 
l. ICI 

•·•'! •••• 
l.DC4 

1.llC• .... ,. 
t.•r• 
•.11[4 

Sean 451 Cl9.0S9 Mini ot HAJZ.D 
EJE EH9RIONARro 

,,./z •bund. Miz . •bund. . . ftllz 

45.00 2 130.0S 3 192. IS 
s4.9S 1 131.05 4 199.IS 
sé.9s 2· 133.05 7 203.15 
73.es 180 142 .es 1 204. IS 
74.i~ ~ "~··"? 4 2~S. IS 

75.05. 10 14S.05 3 206. IS 
ai:0s ~ ¡,7:~~ 33 207. IS 
ás'.05 1 14~.IS 4 215. IS 
89.9S 1 149.00 4 ~17. IS 
97.es 1 1ss: 1s 2 '!19. lS 

11111.0s ~ 157.111~ 6 219.IS 
103.0S ~e ISB. IS 1 22i .15 
114.0S ~ 15~.08 1 229.1? 
lr.S.05 1 ~,I!?· I • ··236.·15 
189.~~-· 1 l!l!l.·.1~ 19 2~1 .. 1~ 

113 .es 170.15 ~ ~43.15 
115.85 1 171.15 2 244.15 
116.05 1 173.15 1 245.15 
111 .es 8 193.00 1 247.21 
119.05 1 199.15 4 257.~0 

127.05 :! 190.1~ 1 259.20 
1~9 .013 2J 191 .15 9 ~71.05 

•bund. M/Z 

1 272.05 
3 2~.20 

1 289.20 
s 299.20 
3 291.29 

1 385.20 
1 319.20 
1 320.20 

48 331.20 
10 361.15 

4 362.25' -
1 363.25 
2 364.25 
2 36s.i5 
2 379.25 

9 437.25 
2 439.40 
2 439.30 

450.30 
451.30 

1 4S:?.30 
8 453.30 

Espectro de masas del quinto "1--. del .... " cromatograma, 
Piq. ll. 
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unidades de masa, ya que los fragmentos en dstos espectros 

s6n caractertsttc~s de las citocininas (60). 

Dado que no se tuvo la certeza de que se ten!an los 

iones m~leculares y que aparentero~nte hab!an fragmentos m4s 

pesados que loa esperados, se pens6 en la posibilidad de 

que en el extracto obtenido no s6lo se tuvieran las citoci

ninas libres, sino tambi~n algunas asociadas a un azdcar. 

Para aclarar ~ste punto, se repit16. el experimento, 

~rogramando el instrumento ahora para que r~gistre iones 

con masas superiores a 500 unidades. 

Sin embargo, algunos contratiempo·s surgidos con el a

parato, hicieron que l~s muestras se analizaran varias ho

ras despu~s de haber hecho los derivados y los espectros 

obtenidos muestran algunas diferencias con los obtenidos 

anteriormente. 

En la Fig. 13 se muestra un espectro de masa~ con una 

fracci6n molecular de 361 y parece corresponaer. a la'_ .zeati

na dimetilsililada, lo que significaría una fdcil descom

posici6n del derivado trimetilsililado. 

Como se mencion6 anteriormente, la.muestra no se ana

lizd inmediatamente despu~s de formar el derivado y en el 
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cromatograma 1 se observan muchos m4s picos que la vez an

terior (Fig. 12}, lo que podrta indicar que la muestra se 

descompone muy f4cilmente. 

Este experimento no se pudo repetir para aclarar las 

...... dudas surgidas, pero todo parece. indicar que por el método · · 

de extracci~n seguido no s6lo se obtienen las citocininas l! 

bres, sino tarnbi~n las conjugadas. Esto explicar!a en par-

te los resultados obtenidos por cromatografía de líquidos, 

ya que dependiendo si se extratan las citocininas conju-

gadas o libres, podta o no aparecer el pico correspondien-

te a la zeatina libre. 

Sin emba:r.go, es necesario aclarar ~ste punto, y en 

dado caso de que se obtenga una ~ezcla de citocininas li

bres .¡ conjugadas, una alternativ~ podr!a ser la hidr6li

sis de éstos· compuestos y poder determinar su contenido 

en la semilla. 
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RESUMEN Y CONCLUSIONES. 

l. Se hizo una amplia revisi6n de los nidtodos de extr~c

.C::_i~n Y .. c:uantificaci6n de. citocininas que se encuentran 

reporta1:los en la literatura. ,, 

2. Se adapt:6 el Mdtodo de Nishinari y Syono (55) para la . 

extracci6n de citocininas presentes en elote y en se-

1millas de ma!z. 

3. Se determinaron las 9ondiciones para la.identificaci6n 

y cuantificaci6n de la zeatina presente en la mezcla 

de citocininas extra!da en semillas de ma!z, utilizando 

la técnica de cromatograf!a de l!quidos (HPLC) • 

4. En el genotipo de ma!~ H-139 se encontr6 que las cito

cininas se concentran en el embri6n y dentro de ~ste, 

aparentemente la mayorta de dichas citocininas se en

cuentran en el eje embrionario, 

5. usando la tdcnica de Cromatograf!a de Gases-Espectro

metrta de masas, se lleg6 a la conclusi6n de que con el 

método empleado se extraen en el butano! tanto las 



c1tocin1nas libres como las asociadas a azacares, no 

obstante que Nishinari y Syono (55) reportan que con 

éste método s6lo se extraen las citocininas libres. 

6. Se intent6 cuantificar la variaci6n de los niveles de 

96 

citocininas durante el. proceso de la germinaci6n, pero 

no frie posible debido a los r~sultados contradictorio~ 

obtenidos por cromatogra,f!a de l!quidos, derivados 

del.hecho de que durante la extracci6n se obtienen tam

bién las citocininas conjugadas. 
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