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INTRODUCCTION



INTRODUCCION

Las plantas normalmente crecen y se desarrollan a tra-
~ vés de un proceso muy complejo y ordenado, Esta es una de .

las muchas caracteristicas que tienen los seres vivos y es-
te crecimiento y &es;rrollo pueden afecta:se por el medio am~

biente,‘que en alqunos casos, juega un pa§e1 muy importante
al controlar o alterar estos procesos.
| Aunque la naturaleza estd altamente integrada en estos
controles'dél proceso, los mecanismos por los cua;es'las plan
tas los_registraﬂ, son muchos ¥y muy complejos,

‘ Uno.de los sistemas de control de crecimiento y desarro-

1lo mss importantes, ests dado por las moléculas llamadas hor
monas vegetales.

‘El término "hormona”, implica el concepto de mensgjerO’
qufmico (1). Las hrrmonas animales difieren de las vegetales

en el nfimero de vfas por las que ge sintetizan, y, ,posible~

mente, lo mds importante, es que las hormonas animales



son producidas por un 6rgano o glédndula especificos y casi
siempre tienen un efecto‘especifico en un tejido usado como
*blanco". En cambip, aungue las hormonas vegetales pueden
sintetizarse en regiones muyrrestringidas, son elaboradas
-por células inespecificaé Yy frecuéﬁteméhte"tiénenvefectég
diferentes éobre la planta, dependiendo de las circunstancias. 

Debido a esto, estas molé&culas se denominan también sus
tancias dé crecimiento vegetal, fitohormonas, reguladores de
crecimiento vegetal o fitorreguladores, que es el término B
mis adecuado.

Estos fitorreguladores son metabolitos secﬁndariosvy

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

Aunque - durante la década pasada han recibido gran aten
cifn, una de las mayores dificultades que sigue habiendo al

estudiarlas, es que se encuentran en concentraciones muy pe~
quefiag, por lo gque 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 té&cnicas de an8lisis que permiten estudiar



a compuestos con mayor rapidez y con muy poca cantidad de
muestra. ‘

En este trabajo, se pretende establecer un método a
través del cual se puedan extraer a las citocininas del mafz

y posteriormente separarlas por cromatograffa lfquida de al-

ta eficiencia, para identificarlas y cuantificarlas con ayu-

--da- de -est8ndares,

También se intenta medir la variacién en la concentra-
cién de citocininas en elote y en semillé nmadura durante 15
germinacifn, utilizando varios genotipos de semillas de mafz
ya que es en la germinacién donde se esperarfa que ocurrieran

cambios en los niveles de estas citocininas,



ANTECEDENTES




ANTECEDENTE S,

Aunque en este trabajo finicamente se estudiaron citoci-
ﬁinas, es importante cqnocerla los demds grupos, ya que los
fitorreguladores no acttan solos, sino gue siempre interac-
tdan en todos los procesoé que regulan la vida de la planta.

Asf, hablaremos brevemente de las caracterfsticas de
cada grupo, y en forma mis detallada, de las caracterfsticas
de las citocininas.

También se mencionardn brevemente los mé&todos m&s comu-
nes de andlisis de estos fitorreguladores.

Ademds, como se pretende estudiar a estos reguladores du-~
rante el proceso de la germinaciGn,'se darin algunos.detélles

acerca de este proceso,



I. GERMINACION.

La gexrminacifn de las semillas se ha definido como la
fase en la cual termina el estado de latencia y a4 prindi-
bio'éi>&esarrollo de &sta semilla, La latencia es el‘pér16¥>'
do en el cualise detiene el proceso biogquimico del vegetai»
La regqulacifn de estos fenfmenos es principalmente de tipo
hormonal (2].

| Una sémilla consta des

TEGUMENTOS,- Es la capa protectora, formada por dos
cublertas llamadas testa y endopleura (3),

AUBUMEN,- Es la masa de tejido nutritivo, constituf~
do principalmente por carbohidratos, lipidos y protefnas.
Las cantidades relativas de estos constituyentes, algunas
veces dependen de factores ambientales, tales como el clima
(3, 41.

EMBRION.- Es la parte fundamental de la semilla, COné

ta de una serie de partes que formardn los 6rganos corres-

pondientes en la planta adulta, Estas partes sfn: cotiledones



‘que pueden ser uno o varios, dependiendo de la especie y que
darin lugar a las primeras hojas) el epicotilo, que dard lu-
gar al tallo; el hipocotilo; y la radfcula, que dari lugar

a la ratz (3},

dicotiledénea,

1) Teguméntos 7-5) Hipocotilo
2) Albumen ‘ 5)_RadIcu1a

3) Epicotilo 6) Cotiledones

Seccifn longitudinal de una semilla

monocotiledfnea.
1) Tegumentos § 4).EjeA”_ ‘
2) Albumen ambrionario

3) Escutelo 5) Radfcula

““geccibn longitudinal de una semiila =



1, CAPACIDAD DE GERMINACION EN LAS SEMILLAS.

Las semillas, generalmente se encuentran en un estadb de
desecacién, en el que puedeh retener su capacidad para germi-
nar por un cierto periédo de tiempo. Este periédo puede ser

desde algunos meses, hasta mds de 200 afios (2).

s En~genera1,“1a*capacidad“para'qermihar“se“féfiéne“ﬁéjor"'MA"mww

si las semifllas se almacenan de manera que su metabolismo dis v
minuya radicalmente, es decir, a bajas temperaturas y en atmdg
fera de Di8xido de Carbono. Sin embargo, esta capacidad para
germinar, no solo es funéibn del modo devalmaQenamienté de las-
semillas. Las condiciones a que se exponen las plantas de .

las cuales provienen las semillas, pueden afectar profundamen
_te la capacidad de germinacifn. 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 GERMINACION.

Las semillas no pueden germinar si no existen ciertas
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condiciones en el medio ambiente,
Entre los factores fundamentales para gque ocurra el pto-
ceso de la germinacién, se encuentran: humedad, composicibn -

~ de gases en la atmSsfera, temperatura y luz (2, 3,>4).

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

la ausencia de agua en la semilla, El primer fén&meno que
‘  oéﬁ;;é>éﬁ&ante la gexminacifn, es la absorcibn de agua en la
semilla (imbibicifn} (2}. |

‘El grado de imbibicifn estd determinado por la composi-
cifn de la semilla, la permeabilidad 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 .

permeabilidad 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 1mbibici&n, las moléculas de agua entran a la

semilla para que @sta se hinche y se solvaten las pait!culés

¢olpides, de tal forma que puedan difundirse dentro de esta

semtlla y den iniclo los procesos enzimi&ticos (4).
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El hinchamiento producido por la imbibicidn, da origen a
.considerablés presiones, dencminada presién dekimbibicibn.
Esta presifn llega a ser de 100 atm y es de gran impoitancia
en el proceso de la germinacidn, porgue precisamente esta pre
'sién tan zlta es la que rompe la cubiérta protectora de la se-
~--milla, , .
| GASES.- La germinacibn requiere un gasto‘de'energiakde
las células, Esta energfa normalmente se obtiene por prdcesosm‘
de oxidacifn, en presencia o ausencla de oxigeno, es decir,

respiracifn o :ermentacidn. Este proceso involucra un inter-
cambio de gases: salida de bibxido de carbono en ambos casos,

Yy entrada de oxfgeno en el caso de la respiraci6n. Por esté
raz8n, la germinacién de semillas se afecta grandemente por
la coﬁposicibn de la atm8sfera ambiental (5}.

A La mayorfa de las semillas no germinard si la concentra-
cifn de oxfgeno disminuye apreciablemente. El efecto del
bifxido de carbono es generalmente contrario al del oxfgeno (4).

- Se sabe que el etileﬁo en pequeiias cantidades, promueve
la germinacién en algqunas semillas. Se ha visto que inmedia
t&menﬁe después de la imbibicién, se producé etileno, Este

interactfia con los dem&s fitorreguladores.
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El intercambio gaseoso también estf determinado por la.
pefmeabilidad de la cubierta protectora de la semilla (4).

TEMPERATURA.- Es otro de los factores limitantes de la
éerminacién, de tal manera que todas las especies tienen un
-intervalo 8ptimo, marcado por las temperaturssS méixima y mfni~-
--ma, Este -intervalo puede modificarse por factores externos
(6).

A temperaturas muy altas o muy bajas, ninguna semilla
germina. La mixima  temperatura a la cual lag semillas pue-
den'germinar, es de 48°C, La temperatura mipima estd poco
definida, ya que el proceso de la germinaciSp es muy lento a
bajas temperaturas. )

A diferencia de semillas que germinan { una temperatura
definida, existen semillas que necesitan temperaturas alter-
nadas para que puedan germinar. Sin embardo, en estas se-

millas el factor determinante es el cambio Qe temperaturas
pero dentro de la semilla (4},

LUZ.- La mayorfa de las semillés’germinan‘igual en la
ogcuridad o en la luz. Pero otras semillas varfan chho'eh
su comportamiento, si estin en presencia de luz, o si estén

en la oscuridad (6)
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Las semillas pueden dividirse entonces en: las que'ger-
minan en la oscuridad, las que germinan en la luz, las que
necesiﬁan perifdos alternantes de luz y oscuridad y ias que
s8n indiferentes a la presencia o ausencia de luz para germi-
nar. 7 |

Diﬁerentes zonas del espectro afectan a la germinacifn -
en forma muy distinta. Se mostr8 que radiaciones con lon- .
gitud de onda por debajo ae los 290 nm inhiben la germina-
cibn dé todas ias semillas probadas. Radiaciones de longi-
.tud de-onda entre 290 y 400 nm parécen ho alterar el proceso:
de la germinacién. Las radiaciones con longitud de onda de

560 a 706 nm, promueven ia germinacién, y parece que la luz
azul la inhibe (4).

La sensibilidad de las semillas a la luz,; parece-que
aumenta al anﬁentar el tiempo dé inbibicidn. La respuesta
de la semilla a la luz, depende de la intensidad y la dura-
cién de la iluminaéidn.

La estimulacibn de la germinacifn poxr luz roja y su in-
hibicifn por luz infrarroja, puede repetirse muchas veces y
siempre la naturaleza de la dltima iluminacién decide si la

germinacién 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 metab8lica muy reducida.
Este estado puede ser consecuencia de que la semilla tiene dna
’cubie;ta gxotect0ra que es Impermeable al agua o a los gaéés,
arque la semilla no estd en condiciones adecuadas de luz y de
femperatura, o a la piesencia de sustancias que inhiben la
germinacién, El m4s importante de los inhibidores de la ger
minacién/que se conoce, es el &4cido abscfsico (2).

Algunas semillas requieren de un perifdo de almacenamien
" to antes de que puedan germinar, Este peri8do se conoce co-
mo perifdo de post'maduracibn y durante &1, ocurren cambibs‘
fisiolégicos, ffstcos vy quimicos en la semilla (4).'

: Otras semillas germinan inmediétamente;después de su re-
coleccibn si se someten a las condiciones adecuadas, Sih em~
bargo, estas semillas pueden perder su capacidad de germina-
cifn inmediata y requerir de un cierto perifdo de almacena= .
miento, A este fenémeno se le denomina 1atencié‘aecundar1a
(4, 6}.

Varias sustanciaa'quimicas pueden sustituir,  completa,
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o parcialmente la piesencia de la luz en la ruptura de laten-
cta, vy ﬁambién pueden anular los efectos de los inhibidores,
y estimular asf la germinacién, Algunos de estos compuestos
son de naturaleza simple, como nitrato de potaéio o tiourea,
y otros compuestos son de naturalez& compleja, como laleibe-

relinas o las citocininas (4),
4, MECANISMO DE LA GERMINACION,

~ Las semillas secas se caracterizan por tener un metabo-
lismo extremadamente bajo. . Esto se debe prébablemente a la
casi cohpleta ausencia de agua en las semillas, Sin embargoc,
las semillas secas son una unidad funcional capaces de reali-

zar gran cahtidad de reacciones bioquimicas, lo que se demues-
tra al iniciarse la hidratacibn y activarse las enzimas presen

tes, desarrolléndose asf muchos procesos bioqufmicos (6}.

El primer cambio metab8lico fAcilmente observable.en las
semillas, es el incremento de la respiracibn, de valores ca-
st de cexro, a valores apreciables (4},

El segundo efecto fAcilmente cbservable, es la hidré1i-

sis del material de reserva en la semilla, Esta reaccifn se
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inicia con 15 hidrataci8n de las protefnas.

' Mientras las semillas ést&n‘secas, casi no hay cambios
en. la composicidn qufmica. Cuando las semillas se hidratan,
hay grandes cambios en varias partes de’la‘sémilla. ‘Los can-
bios ocurridos puedeh'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 sintesis de nuevo material
a partir de sustancias hidrolizadas (6}.

“En la germinacién, la sintesis de protefnas ec de espe-
cial importancia, debido a su relacifn con el metabolismo de
&cidos ﬁucléicos.

Las Gnicas sustancias que normalmente inician la germina-
cifn, son el agua y el ongéno 4).

En muchos casos, hay una pérdida de sustanciaé en los
inicios de la germinacibn, debido por un lado, a la oxidacibn
de sustancias, y-por otro, a su salida de la semilla (4).

Los minerales intervienen en el proceso sflo hasﬁa que
aparece la rafz. El peso seco de la pléntula, aumenta sélo
euando los cotiledones o primeras hojas se exponen a la luz
para que realicen la fotosiIntesis (6).

En la semilla, el principal material de reserva son los
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Ifpidos y carbohidratos, y son de gran importancia durante
1a%germiﬁac16n. ‘

La parte de la semilla'que parece ser la que mis ridpido
se desarrolla, es el hipocotiled®dn. El metabolismo de la
raaicula, aparece casi inmediatamente despuéds- de la hidrata-
cibn (4, 6}, k

- Existe una marcada movilidad dé'idé diVeisééréSﬁponenfé;””
de la semilla. También se observa una hidrélisis de lIpidos

durante los primeros dfas, pero despiés, estos lipidos se
vuelven a sintetizar a partir de carbohidratos (4),

El contenido de 4cidos nucléicos, puede decirse que dis-
minuye en una parte y aumenta en otra parte de la semilla.
_ También hay una reorganizacién de los diferentes &cidos nu-
cléicos durante la germinaci6n.

Los cambios metab8licos ocurridos en las primeras etapas

de la germinacifn, son el resultado de la activacién de varias
enzimas. Las enzimas hidrolfticas y de transferencia estén

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

imbiba @sta. La activacifn s muy rdpida (4).
Algunas enzimas se sintetizan d2 novo en la capa de aleu

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 hidr6lisis e interconversién de los
carbohidratos y 1ipidos se activan durante la germinacibn, més
que sintetizarse de novo (6).

Las enzimas proteolitiéas de semillas germinadas, son de
naturaleza dlversa, considerando tanto su especifidad de aso-
>ciac16n de péptidos, su pH 6pt1mo Yy su ;eacc16n a inhlbldores.

Cualquier tipo de enzimas transferasas de metabolismo de

aminodcidos, se forma por las transaminasas. Estas enzimas

transfieren grupos amino de aminofcidos y cetofcidos. ' Los
cambjos en la composicibn de aminodcidos libres en la semilla,
pueden indicar el gradb de desarrollo (4),

Los fosfatos juegan un papel muy importante en varias

reacciones de la semilla. Estos fosfatos son necesarios parﬁ
la formaéibn de &cidos nucléicos, que estdn fntimamente liga- |
dos a la sfntesis de protefnas y la ébnstitnciGn genética de
la cé&lula (6).

En la semilla, el fésforo aparece en forma org8nica y
hay muy poco en formé inorgdnica, La 11beraci6n de fosfato

orgdnico es por medio de fosfatasas (6).
Durante la germinacifn, se requiere enerqia, que se
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obtiene durante el proceso de respiracién,
La respiraci6n puede impedirse si la semilla tiene una
cubierta protectora muy gruesa. En la mayorla de los casos,

cuando se imbibe la semilla, se puede iniciar el proceso de
la respiracién (4}. '

- LbsAfaéfdres externos que influyen en la respiracién,
son: temperatura, el contenido de oxiIgeno y bibxido de car-
bono en la atmBsfera, y la luz. Cada uno de estos factores
son responsables de los efectos de la respiracifn, a la vez
que son diferencialmente dependientes del estado preciso de
la germinaci8n, durante el cual se examina su influencia (4).

La respiracifn es el proceso en el cual los sustratos
se oxidan por una serie de pasos, con la participacién de
oxfgeno como aceptor final de electrones y salida de bidxido
de carbono.

Como puede observarse, el mecanismo de la germinacién
es muy compiejo, y en &l intervienen diversos factores que

pueden alterar este proceso,



20

II. REGULADORES DE CRECIMIENTO,

i, AUXINAS,

Estas son sustancias qufmicamente relacionadas al &cido
indolac&tico (TaA) (1), que parece ser la auxina natural que
mds se encuentra en la mayorfa de los vegetales.

El IAA se encpentra en dos formas: 1ibré y conjugada, -
siendo la forma libre la activa y la conjugada la forma inac-

tiva, La posible hidr8lisis de la forma conjugada para que
se tenga una auxina activa, podrfa sugerir un mecanismo de re

gulacién'de estos compuestos (7}.

' Las auxinas se caraéteiizan por promover el crecimientoﬂ.
de las plantas. Su funcién también es retardar la dominan-
cia apical y adem&s, son responsables de la elongacibn y ex-
pansifn celular (8). Se ha discutido mucho. sobre el papel. .
que juegan 1a$ auxinas en el proceso de la germinacibn de las

semillas (8).



21

Muchos compuestos indélicos tienen efectos semejantes al
IaA (I}, pero existen también muchos reguladores de crecimien
'tolsintéticos;'que no tienen la estructura ind6lica, como el
2, 4-D (11} QJ}.
_ Las concentractones a las qgue usualmente se encuentran
las auxinas, sén del orden de 1-103 nanogramos por gramo de
tejido fresco, Los principales problemas para hacer un analiA'

sis de estas sustancias son: la adsorcifn, oxidacifn quimica
.y la fotooxidacibn (9).

0-CH-COOH

CH-COOH

I ' _ 11
ACIDO INDOLACETICO (1aa) ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICC
AUXINA NATURAL - (2,4-D) AUXINA SINTETICA
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-2, GIﬂERELINAS.

Estas s6n sustancias qufmicamente relacionadas con el

§cido giberélico (usualmente abreviado GA3) (111}, que es un

producto metab8lico del hongo Fusarium heterosuprum , tgm?ién» .

llamado‘Gibberellawfujikursi (10} y phé&é‘65tenerse del me-
dio liquido en el cunl ha crecido el hongo. ‘
La molécula de giberelina contiene el esqueleto de gi-

bano (IV)..

111 , v

ACIDO GIBERELICO ' ESQUELETO DE GIBANO
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'-Algunas de sus funciones en el metabolismo de las plan~
'Ltas son: Regular la actividad de las hidrolasas, proteasas y

: RNA—pqlimerasa en el endospermo, y romper el perifdo de laten
'qia de las semiilas (11)., Tambi&én provocan él crecimiento de-
los frutos, .. ’

e Se ha propﬁesto que las giberelinas son los fitorregula- .

,do#es mas importahtes en el proceso de la germinacién (12).

En la actualidad, se conocen mids de 50 giberelinas dife~

.rentes, que se designan por un nfimero (GAl, GA2, GA3, e0) (9).

En mayor o menor proporcifn, todas pueden provocar la .elonga-
ci&ﬁ del tallo cuando se aplican a una planta completa'en pre.
sencia de iuz (1),

Existen muchos casos en los que se han extrafdo sustan-
cias de algunas plantas con propiedades semejantes a las gi-
berelinas conocidas, pero las cantidades aisladas no han sido
~suficientes para permitir su exacta identificacidn quimica y
simplemente se dencminan "Sustancias parecidas a las gibere-
linas", )

Las glberelinas se encuentrgh en niveles de 1-103 nano-
gramos por gramo de tejido fresco, y los principales proble~
mas de anilisis son su fdcil oxidacifn y la existencia de

muchas moléculas similares (9).
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3. ABSCISINAS.

Las abscisinas, también llamadas inhibidores, estin re-
presentadas por el fcido absctsico ).

Se han dado a conocér ﬁna gran variedad devsustancias
inhibidoras de la germinac16n y crecimiento en las plantas

f(13), pero desde el punto de vista fisiolégico,vel mé&s im—
portante de los inhibidores es el 4cido abscfsico (ABA), que
fue conocido primero como abscisina II.

Las abscisinas o inhibidores en general, provecan la
latencia embrionaria e impideh muchas de las respuestas de
las plantas a las giberelinas, citocininas y auxinas.

Durante la germinacibn, el ABA actfia de la siguiente
manera: Prolonga el estado de latencia e inhibe la sintesis
de enzimas necesarias en la germinacién de las semillas (}ﬁ) ____

Los efectos inhibitorios del ABA durante la germinacién
se invierten por la acci6n del GA3 y kinetina (citocinina éiﬂ
tética).

Los niveles en que se encuentran son de 1-2 x 104 nano=

gramos por gramo de tejido fresco, y los problemas de an4li-

- 818 de estas sustancias son: la adsorcién y la isomerizacibn
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de la configuracién del pentadieno (9).

ACIDO ABSCISICO (ABA) .
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4. ETILENO,

Desde hace muchos afios, se sabe que el etileno tiene gran
influencia sobre el crecimiento de las plantas. v

Ya en 1935 se sugiri8 que el etileno podrfa considerarse
como una hormona, pero las dificultades de detectar y medir.»
las pequefifsimas cantidades de etileno iﬁboiucﬁ&dééwén’huchos
procesos vegetales ha sido un gran impedimento para su estudio.
S§in embargo, gracias a que en la actualidad se han desarrolla
do técnicas muy finas de andlisis, se pueden determinar concen
. éraciénes de este compuesto.

El etileno estd involucrado en muchas de las respuestas
de inducecibn de las auxinas, actfian en la senescencia de las

hojas y en la abseisién y maduracibn de algunos frutos (15).
Las dificultades de su anilisis son: Es un gas volétil

y se contamina con muchos pldsticos y polfmeros (9).

C32=CH2

vI
ETILENO.
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S, CITOCININAS.

Con base en el conocimiento de la funcién de las auxi-
nas y giberelinas, se sugiri® en 1892 la presenclia de un re-
gulador quimico implicado en la divisién celular.

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

‘matoso, in material que provocaba la divisién celular.

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

. te experimento "in vitro", 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 requlador de la divisifn

celular, al cual denominaron kinetina, gue resulté ser la
6-furfuril-amino-purina. Otros estudios probaron que la ki-

netina no es una citocinina natural. La primera citocinina
natural gue se conocib, fue entonces la zeatiha, descubierta
por Letham en 1963, a partir de -granos de mafz (19}. Después
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 divisién celular
.. {citoquinesis). Su papel dentro de las plantas se ha estudig
do y reconocido poco a poco y se ha visto que participaﬁ én el
alargamiento o élongacién celalar, diferenciacibn de tejidos,

latencia, floracifén, regulacién de la senescencia y estimu;é—
cifn en la expansibn del cotiledén (1, 2).

En 1955, se propuso el término "kinih“>icinina) como
nombie genérico para sustancias naturales o sintéticas con
actividad semejante a la kinetina,

: Posteiiormente, se di6 este mismo nombre a un grupo de
- sustanctlas dé origen animal y‘con propiedades fisiol6gicas
muy diferentes a la kinetina.

Debido a la gran confusién que esto origin€, sé propuso
el término citocinina como un término genérico para reemplazar
a la palabra "kinin" para designar a todas las sustancias con
actividad biol6gica parecida a la kinetina (20). Este término
se basa en la actividad biol6gica de estas sustancias: la pro-
mocifn de la divisifn celular vegetal y probablemente tam-
bién en algunas cflulas de origen animal (20}.

Se reccnoce que la actividad de estos compuestos se puede
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exprésar también por oﬁros medios: como alteraciones en el

metabolismo, actividad enzimitica o conténido del &cido nu-

cléico en el alargamiento celular, en induceién de formacién
de Grgaﬁos, en aparicién de dominancia apical, en movilidad o
de nutrientes orginicos e inorgdnicos y en un incremento-en

‘la  longevidad de tejidosﬁy 6rganos (20).-

’na‘ﬁafbfié ae”ias citocininas aisladas de plantas supe-
riores se han obtenido también por hidr6lisis del t-RNA. La
¥, ¥ -dimetil-alil-adenina se encontrd 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 alsl6é d=l t-RNA de trigo (2, 21).

Los embriones y frutos j6venes son las fuentes més co-

munes de citocininas. También se encuentran en las rafces,

especialmente en los primeros milfmetros de la punta de &s-

tas (21).

ACTIVIDAD CiTOCINETICA.
Se plensa que las citocininas naturales ge sintetizan en
la rafz y se mueven a otras partes de la planta a través de

la corrienté de transpiracién. Fox (22), clasifica a
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los efectos biol6gicos de las citocininas de la siguiente ma-
~neras; ; '
| DIVISION CELULAR;— En estudios detallados de la miﬁosis
se ha encontrado que 1a kinetina, junto con el IAA inducen a
v'la dlviSlén celular (l). Asft, mediante la divisi6n celular,
las citocininas eastimulan el crecimiento de la planta (23, 24).
ALARGAMIENTO CELULAR.~ Poco después de observar el efec.
to de la kinetina en la divisitn celulax, se comprobd que
este compuesto y algunos de sus én&logos activos, producfan
alargamiento o elongacifn celular en hojas etioladas. Este
efecto no lo presentan las auxinas (25).
INDUCCION DE LA FORMACION DE ORGANOS.-. En condic¢iones
apropiadas, ciertas variedades de cﬁltivos de tejido. responden
"a las citocininas con la formacién}ae 6xganos., Esto se 6bse£
v6 por primera vez en estudios de cutivos de callo de tabaco
(25), En este sistema, cuando las citocininas-y las auxinas
se encuentran en determinada proporcién, el tejido crece como

un callo amorfo no diferenciado. Aumentando la proporcién de
citocinina con respecto a la auxina, se forman brotes, les

cuales pueden transformarse en talloz y finalmente en plan-

tas completas. Si en vez de aumentar disminuye la cantidad
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dé‘citocinina,‘entonces aparecen las rafces. Se ha‘encontrago
que las citocininas estimulan el fenémeno de la formaciﬁn de
6rcnos femeninos en aléunas plantas (25).

RUPTURA DE LA LATENCIA.- Se ha visto en algunos casos, '
que las citocininas pueden sustituir el requeximiento de luz
necesaria para romper la latencia, ya gue invierten los eféc- :
tos de ciertos inhibidbres de la germinacién de semillas (21).

PERDIDA DE LA DOMINANCIA APICAL,- Las citocininas con-
trarrestan la dominancia usual del brote apical (2). La causa .
de estos efectés no es clara; aparentemente estd relacionada
con la actividad de las citocininas en la diferenciacifn del
tejido vascular. No se conoce.lé intefaccién de las citoci-
ninas con lqs demds reguladores de este sistema (21}.

AUﬂENTO DE LQNGEVIDAD EN TEJIDOS Y ORGANOS,.- Las alte-
raciones en el metabolismo, en la actividad enzimdtica, en
el contenido de 4cidos nucléicos y en la movilidad de materia.
les orgdnicos e inorgdnicos, producidos por las citocininas,
modifican la longevidad de tejidos y 6rganos végetales;

Aparentemente las citocininas no se degradan en las ho-

jas, y cuando se aplica en un 4rea determinada, diffcilmente

se mueve de ahf. Posiblemente esto contribuye a gue aumente
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la longevidad de la planta (26].

CITOCINYNAS NATURALES.

Después del descubrimieqto de la kinetina, varios inves-
tigadores empezaron a buscar las sustancias'natuiales respon=
sables de- la divisidn celular en-las plantas.

Como ya se mencion8, en 1963, Letham (19) aisld por pri-
mera vez a la zeatina (VII) del mafz, Posteriozmente se ha
aislado de espinacas, chfcharos, aemillas de calabaza, gira-
soles’ y agua de coco.

'Tamb;én gse ha aislado su rib6sido, que es como general-
mente se encuentra (9-ribosilzeatina) (VIII)..

' En 1967, Koshimizu (27), aislé-la:i;)diﬁidrozeatina (xx).
Yy su rib8sido correspondiente (x)'axpartir»de frutos inmadh;os
de puginus luteus, | |

-

Con anterioridad, se habfa repo*tado el aislamiento de

la togolamina (XI), junto con los alcaloides esteroides de»

una planta africana (28). _
Otras citocininas gue se han aislado e 1dentif1cado son.‘
la 6-(& ,¥ ~dimetil-alil-amino}=-purina (XII), comfinmente co-

nocida como isopenteniladenina y su rib8sido {XIII), conocida
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‘como isopenteniladenosina; la 3-7-dimetil-2metiltio~6~pu-
rinona (XIV), este derivado no egté sustitufdo en la posi~-
cién 6 con la amina; la 6-(4-hidrbxi-3-meti1-2butenilamino)-
2-metiltio-9-§ ;D-ribbfuranosilpurina jxv): y otras.

Actualmente, el aislamiento'de~cit6cinina3.natura1eé o

- continta.,

6~AMINOPURINA ‘ ViI

ZEATINA



VIII

9-RIBOSILZEATINA

_CHsOH
NH-CH;-CH-CH
“CH,
U
L§§N N’/J
HO-H;
OH, OH
xv

DIHIDROZEATINA RIBOSIDO -

NH- CH; CH.—CH

J\NJ

IX

DIHIDROZEATINA

H

CH; CHsC. ik

- CH,

X1
TOGOLAMINA

3
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CH;OH
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AH,

MCH

NH-CH; CH=C

oty (CHy
NH-CH; CH-C\CH’

jdy

XII ‘ ‘ XIII

‘ ISOPENTENILADENINA .~ . ISOPENTENILADENOSINA

X1V b
3,7-DIMETIL~2-METILTIO~6~ 6~ (4~-HIDROXI~-3~METIL~-2~BUTE-
PURINONA NILAMINO) -2~METILTIO-9~ & -p-

RIBOFURANOSIL=PURINA.



CITOCININAS SINTETICAS, . :

Poco después del descubrimiento de la kinetina, varics
grupos de investigadores sintetizaron un gran nfimero de com-
puestosAanalogos, probando su actividad citocin#tica.

' Como resultado de estos trabajos, se ‘han encontrado 'in-.
numerables compuestos con propiedades de inducir la divisi6n 4

"celular, tales como 1as que se muestran a continuacidn.

XVI XVII
. KINETINA : N-BENCILADENINA -
(6~FURFURIL-AMINO-BURINA} . |



N N~
‘ H
XVIII ’ XIX
6~-BENCIL~OXI-PURINA o ETOXIETIL-ADENINA.

NH—(H

/‘I__N

XX

BENZOFURFURIL~-AMINO~PURINA.

| NH-CPL-O#O-CH{&H, |
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V,RELACIOR ESTRUCTURA~ACTIVIDAD

‘ Las citocininas naturales conocidas, son compuestos deri
vados de la adenina. Clertas sustancias sintéticas han mos-
trado tener actividad citocinética, y esto incluye ho solo a

derivados de adenina tales como la kinetina, sino también fe-

_ nilurdas sustitufdas, que son muy diferentes a la adenina en

su naturaleza quimica.

Se hicieron estudios Sistemaficos a m&s de cien anflogos
de la kinetina y se encontr§ que la estructura de adenina es
éscencial para mantener sus propiedades como fitorreguladoxw
"Ademds, se encontr$ que cambiando losrsustituyentes del grupo
6-amino de la adenina, se obtenfan compuestog activos, no asf
si se sustituye otra posicién de lé’molécula (2).

ta presencia de 'un grupo furfurilo unido a la posicién
N=-6 de la adepina, aumenta la actiﬁidad de estos compuestos,
lo mismo que si eﬁ esta posicibn se tiene vﬁﬁéyéédeﬁﬁ que
contenga un doble enlace.

Cuando estf sustituida la posicifn N-6 de la adenina
(por ejemplo zeatina o isopenteniladeninal, el nUmero Sptimo
de Stomos de carbono de la cadena unida a este sitio es ﬁe

cinco, 2Aumentando la longitud de la cadena hasta diez Stomcs
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" de carbono (es decir, G-decil-aminopurina), las citocininas
reducen su actividad4a niveles escasamente detectables (2,

21).
- No sélo las adeninas 6-sustitufdas, sinc también las

1—sust§tuidas han mostrade actividad citocingtica. Sim:-em=~

. bargo, es posible que los compuestos l-sustitufdos puedan

transforﬁarse, por accidn enzimétida, a adeninas 6-sustituf-
das y la actividad puede deberse a este .cambio.

Para que las fenilureas posean actividad, se necesita
“tener un grupc -NH-CO-NH- y un anillo bencé&nico.

Es diffcil distinguir a primera vista, qué tienen en
comfin estos derivados con los de adenina, pero algo que se
relaciona entre ellos, es el enlace ~N-C-N- que en los deri-
vados de adenina son cuatro y en las fenilureas uno. Los
seils miembros del aniilo de pirimidina de la adenina pueden
ser analogos a los del anillo de fenilo en las fenilureas;

y el 6-amino de la purina, an&logo a un sustituyente meta

en las fenilureas 2).
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ITYI. METODOS DE ANALISIS.

Los andlisis de fitorreguladofes se dirigen principal-
mente al aislamiento, purificacidén e identificacidn de eatos.

Como ya se mencion8 con anterioridad, uno de los proble—.
~mas bdsicos en el estudio de sustancias end6genas de creci-
miento, son las cantidades tan pequeifias que se tienen en la
- naturaleza, que genevaimente son del Orden de nanogramos
'por g;amo de tejido fresco.

Los métodos eﬁpleados para extraer y purificar estas
hormonas.son.muy varlados. Una de las dificultades para se-
leccionar el procedimiento de extraccién adecuado, es gue es-

tas sustancias pueden ser de compbsicién Quimica desconoci-
da. Ademds, es muj-diffcil que los procedimientos de angli-

sis no alteren la estructura Y propiedades del material. Por
ello, es muy importante que se seleccione la técnica de an&-~

lisis mids adecuada a cada'caso.
1. METODOS DE SEPARACION.

A pesar de que la separacifn es un paso esencial para



poder identificar a las hormonas, realmente se han desarrd-
1llado pdcos métodos de aislamiento.

La intencifn de todo proceso de extraccifn, es separar a
las sustancias que nos interesan de los demds componentes pre
- sentes en la muestra, con la menor pérdida posible. Para
ello, lasftécnicaé“ ﬁaQwédmdnés,sén:’difusidn y.extrgbgidn con

disolventes,

DIFUSION. Por este método, el Srganc o tejido del cual:
se va a extraer la sustancia, se corta y se coloca por el lado

en que se corté,'sobre un medio de agar, que se puede cambiar
cada cierto tiempo.

Una vez que. la sustancla de interé&s sé¢ movid desde el te~
jido, se extrae del agar por otros medios, o se puede hacer

el biloensayo sobre el agar.
Esta técnica tiene la ventaja, de que cuando la mayorfa
de las sustancias presentes en el tejido no se difunden al

agar, bajo condiciones apropiadas podemog separar las sus-
tancias que nos iInteresan. Esta técnica se puede utilizar

para calcular la cantidad de compuesto que se tiene en clerta

cantidad de tejido vegetal. La desventaja de este método, es
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gque s8lo se aplica con buenos résulfadoé a'pequeﬁas canti-

dades de tejido (1).

EXTRACCION CON DISOLVENTES. El principio eﬁpleado aqui
‘es,que,cuandp”se ”i;enen dos1disolvehtesl;nqisgib;gs_gpt:gms:w
{polares o .fase acuocsa y no polares o fase orgénica), la
' sustancia qﬁe se estudia pasa casi completaménte a uno de los
disolventes, dependiendo del coeficiente de particibn que se
tenga en ese sistema en particular, . Ya .que diferenﬁes sus-
tancias tienen diferentes coeficientes de particibn, se.
pueden hacer una serie de transferencias de un disoivente a
otro para separar la sustanqia que nosvinteresa.

Ajugtando el valor de pH del disolvente polar, podemos>
alterar el coeficiente de particién de ese sistema (1).

Los disolventes utilizados, valores de.pH y otros. deta=- ..
lles, dependen de loé compuestos que se quieran extraer,

Cualquiera que sea el m&todo de extraccién, debe selec~-
cionarse muy bien para evitar que los compuestos que‘nos inte
resan se hidrolicen, o sufran algunas alteraciones duranté.

la extraccién (29).
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2. METODOS DE PURIFICACION,

‘_ Una vez que las hormonas vegetales se extraen del tejidc,
éasi siempre se hace necesaria una purificacién y &sta gené-'
ralmente se hacg por alguna forma de cramatpg:afia. En cada .. .
‘caso, la mezcla gue se éuiéié puriﬁicar se mueve a lo largo
del medio adsorbente con ayuda de un disolvente apropiado y
asf 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 cromatograffas en papel (CP) y en capa fina (CCF), son
las té&cnicas m&s frecuentemente empleadas en la purificacibn

de fitorreguladores cuando se quiere hacer una estimacién por
bioensayo (301, '

vAmbas técnicas muestran un excelente poder de resolu-
cifn para compuestds de estructura muy similares,‘como por
ejemplo, los is&meros de zeatina-?-? ~D~gluclsido y zeatina-
9-P -D-glucésido (31]. |
La rap%dez y.bajo costo de estas tdcnicas, hacen que

sean muy usadas, Sin embargo, no se recomiendan estas té€cnicas
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‘8i se quieren recuperar campuestos muy bolares, ya .que los

rendimientos sén muy bajos y variables.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

. En muches andlisis de hormonas vegetales, la cromatogra-

ffa en columna de alguna manera se ha incorpoxado comoc un pa—

so de purificacién. La eliminacién de compuestos fenélicos y
pigmentos, 86n dos de las muchas razones eiistehtes para &l .
ugo de éstas columnas.

La polivinilpirrolidona. insoluble (PVP), es uno de los
materiales mi&s frecuentemente empleados. en el empaguetamien-
to de columnas y generalmente se eluyen con buffers acuosos
para eliminar fenoles y pigmentos (32). La PVP también se
puede utilizar en el método de bariido, en el cual se im-
‘preéna eétermaterial con el extracto vegetal, y después se
separa por filtracibn {33). |

Otro méterial may utilizado en el empaquetamiento de
columnas, es el Sephadex LH-20 para purifiéacidn de citoci~

ninas (34), giberelinas (35), y para los derivados del IAA
(36). La técnica se describi8 originalmente.como cromato- |

graffa de adosrocién, pero como con disclventes polares como
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fase m@vil tienen un mecanismo de separaciln de fase inversa
,(cémpuestos poléres eluyen antes que los compuestos no pola-
res), dejd de llamarse asf (31},

LaS'columnag de intercambio ifénico es otra forma de pu~

rificacifn de los fitorreguladores. McDougall y Hillman (37)

-encontraron-a la DEAE-celulosa superior al PVP para eliminar

| pigmentos vegetales y recuperar el IAA de extrgctos del te~
jido vegetal. Estas columnas poseen también uné gran capa-
cidad de muestra y dan buena separacién del IAA esterificado
con azdcares, si el material que se utiliza eé Dowex 50 (38).
La recuperacién de pequefias cantidades de citocininas bases y

~nucleSsidos a partir de resinas de intercambio catifnico no
es cuantitativa (30), en camblo, la celulosa fosfato es el
material mds adecuado para este tipo de purificacién. Un
material de intercambio .aniénico qﬁe casi no se utiliza, es
la Duolita, que permite 1a total recuperaci6n de las cito-

» cininas (39). En este tipo de columnas, debemos tomar en

cuenta que ademis del material de intercambio i6nico adecuado
debemos usar el eluyente en su forma ifnica lo més "suave"

posible para evitar la hidr8lisis de los compuestos que que-

remos purificar.

i
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La cromatograffa de adsorcifn utilizando carbén-(29),
celita (40) o sflica gel (41), se utilizan en la purificacién

de ABA, zeatina y giberelinas respectivamente.- Sin embargo,
éstas purificaciones sdlo se recomiendan en andlisis gualita-

tivos, ya gque la recuperacifn es baja debidb a la alta afi-
nicad de estos compuestos al material de adsorcifn.

La cromatografia por exclusién de tamafio (CET), utiliza -
éolumnéa empacadas con cuentas bioiégicés‘y se utiliza para
separar a las hormonas de los demds componentes del extracto.
Los compuestbs se separan ade acuerdo a su tamaiio molecular.
Se ha reportado una buena recuperacifn por este m&todo (29).

Para la purificacién de fitorreguladores tanbién se han
utilizado las cromatograffas de gases y lfquidos de alta efi-
ciencia,-pero se utilizan més en la identificacién de estos
compuestos. Estos métodos, que en la actualidad s6n los més

utilizados, se comentar&n mas adelante.

3. METODOS DE IDENTIFICACION.

La identificacifn de las hormonas vegetales se lleva a

cabo por medios biolBgicos y/o por medios fisicoquiﬁicos.
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MEDIOS BIOLOGICOS.
Los medios biol6gicos generalmente se hacen poi bioén-k

sayo o por ensayo inmunoldgico.

BIOENSAYO. Todos 10s grupos conocidos de fitorregulado-
res se descubrieron por su actividad biol8gica envciertos sigv
temas de prueba, Como resultado, se han desarrollaéé nume-
rosos bioensayos para estos compuestos,

Un ensayo biolfgico o bloensayo consiste en medir la
‘respuesta que un 8rganc o tejido tenga al ponerse en contacto
con la sustancia sometida a prueba. ‘Se obtiene asf una cur-
va patr6n ‘que relaciona la respuesta del organismo y la.dosis
de sustancia gue nos interesa,

Sin embargé, los bioensayos tienen muchos problemas ih-
hereﬁtes. La precisifn es mala por la variacifn del tejido
vegetal, que es la base del bioensayo. Muchoé de ellos tig-
nen selectividad limitada o no definida, por lo que se nece-
sitan ciertas condiciones de purificaéién para chtener datos.
confiables. Cunalquier impureza en los extractos biolégicos,
incluyendo inhibidores u otras molé&culas activas, pueden con-

ducirnos a una interpretacifn equivocada de los resultados (9).
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ENSAYOS INMUNOLOGiCOS. -estos ensayos inmunolfgicos se
aplicaron originalmehte al estudio de hormonas animales, y
posteriormente, al estudio deyfitorreguladores.

En principio, parece ser un mé&todo ideal para el andli=-
Qis“éﬁéﬁtitatiﬁolde'ios“fitorregulédofes; por 'su rapidez, pre
cisibn, selectividad, sensibilidad, y él compuesto no nece-
sariamente debe estar puro. Ademds, este método permite ana
lizar grandes cantidades de muestra.

Paré este‘método,~sé necesita la formacién de un anticuer
po para la sustancia que nos interesa. Sin embargo, debido
a que los;fitorreguladoresbson moléculas pequefias, es diffcil
obtener un anticuerpo especffico. Por esta razbn, se necesi
ta unir este compuesto a una molécula grande, por medio de
un enlacé covalente. Esta molécula generalmente es una pro-
vina (BSa) y la albﬁﬁina sérica humana (HSA). Este complejo
hormona~-protefna se inyecta posteriormente a un conejo, de
tal manera que se estimule la formacién de un anticuerpo.

La posicién del enlace entre las hormonas y la protefna es
determinante para la selectividad del anticuerpo formado

(29, 30).
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En la mayorfa de los ensayos inmunolﬂgicos,'la cuanti~ -
ficacidn de estas sustancias, es por medio de la formacién

de un complejo hormona-enzima, que reaccicna con el anticuer
po. La actividad de enzima detectada es inversamente pro-

~-porcional-a la cantidadxdelz“compuesto en la muestra (30).

El principal problema de esta'técnica, es la formacién’
del anticuerpo especffico a cada fitorregulador. ’

MEDIOS FISICOQUIMICOS,

Durante la d€cada pasada, los métodos fisicoquimicos
en el anilisis de fitorreguladores, han tenidq gran acépta-
cifn y un gran desarrollo. Estos métodos se han aplicado
a todos los grupos de fitorreguladores, ya que nos ofrecen
sensibilidad, precisién y rapidez de andlisis, casi imposi-
ble de obtener por bioensayos, La mayorfa de estas técni-
cas se basan en estudios de cromatograffa de gases y croma--

tograffa de lfquidos.

CROMATOGRAFIA DE GASES, La cromatograffa de gases (GC),
fue una de las primeras técnicas fisicoqufmicas usadas en

la cuantificacién de fitorreguladores.
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Para estudiar a los-fitorreguladores por @éste método,
se necesita, con excepcifn del etileno, que se forme un de-
rivado vol&til de estas sﬁstancias. Las derivaciones mas
comunes, éon la siiilacibn, alquilacién y écetilacidn (9).
- Al principio, este an&lisis se hacfa socbre columnas
empacadas, pero estas se snstituyeibﬂ.poi columnas éépiia-'l
res, qué-aumentaron la eficiencia y rapidez de sepafacién (29).

La cromatograffa de gases se denomina cromatografia de
gas~ifquido (GLC), cuando las paredes de la ‘columna se re-
éubren cofi’ una capﬁ de 1fquido no vol&til, El 11quid§ uti-
lizado como fase estacionaria, puede ser de diferentes pola-
ridades, |

Una de las dificultades de &ste mé&todo para cuantificar
a las horftonas vegetales, es la preparaciGn de ios derivados,
ya que se necesita que tanto los reactivos como los compues—
tos a analizar, estén‘muy.purbé para obtener datds féprodﬁ;

cibles,

DETECTORES UTILIZADOS EN CROMATOGRAFIA DE GASES. E1

detector de ionizacifn a 1a.f1ama (FID), utilizado en la
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mayorfa de los andlisis por GC, detectard a todos los com-
puestos que se ionicen por combustién en‘flama de hidr6ge-
no. Aungue estos detectores son muy sensibles {(llegando a
detectarse nanogrémos), son poco selectivos. Debido avesto,
se necesita que los compuesto a analizar, tengan una gran pu-
reza para obtgner datos confiables (29, 30).

.Los detectores por.céétuiﬁ deﬁeieétrdn (ECD), teéﬁohdeh’
s8lamente a-compuestos que son electronegativos. Estos de-
tectores son tanto selectivos como sensibles, ya que detec—

- tan cantidéées de picogramos. El ABA-Me, es la fnica hormo-
na vegetal que tiene naturaleza electronegativa, por lo que
puede cuantificarse muy bien por este método (29). Sin em~
bargo, dado que los ECD sén muy sensibles a compuestos org4-
nicos halogenados, &ste mé&todo se ha aplicado a fitorregula-
dores susceptibles de halogenacién (con trifluoroacetatos y
heptafluorobutiratos)., De esta manera, .se puede aumentar el
1fmite de deteccifén de estos compuestos de 10 a 100 veces.
No obstante, cualquier otro compuesto presente en la muestra
susceptible de halogenarse; alﬁerara los resultados obtenidos.
El detector de ionizacifn a la flama alcalina (NPD)}, pue

de detectar selectivamente moléculas que contengan nitrégeno



52

y f8sforo. Esta técnica se ha usado en la cuantificacifn de
citocininas (44) y auxinas (45), Los limites de detecci6n
reportados §6n del_érdenrde picogramos, yvademés, se tiene
una selectividad mayor que con FID.

El espectrSmetro de masas (MS), és el detector m&s se-
”iécfivo Qué pﬁeae acopiarseval}dc;i té intfodﬁc&isn dewééﬁé‘

- sistema revoluciéno el campo del andlisis de fitorregulado-~
res. Esta té8cnica combina el poder de separacidh de la GC y
la selectividad del MS.

Aquf, lecs compuectos s6n ionizados y fragmentados den-
tro del espectrfmetro de masas, y &stos iones fragmentados
se separan y analizan, de acuerdo a su relacibn masa-carga
(m/e). Estos fragmentos especificoé‘y su intensidad relati- _
va, dan un espeétro de masas, particular de cada compuesto.
Asf,el espectro de masasvébten;do, puede compararse cén es-
pectros conocidos para identificar a la muestra.

Como la mayorfa de los fitorreguladores s6n sustancias
poco vol8tiles, para analizarse por GC, sé necesita formar un
derivado voldtil, por lo que la fragmentacién obtenida en.
el espectro de masas ser& caracterfstico del derivado prepa-

rado, y no del compuesto inicial.
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Los eSpecéros de‘masa obtenidos de muestras vegetales,
pueden considerarse como referencias, si los compuestos es-
‘t&n libres de impurezas.

En la actualidad, se utiliza esfe Instrumental acopia—'
dd a computadoras, facilitando asi el andlisis de los resul=-

tados (9). - |

N Ultiﬁamente,_se ha introducido un aparato de andlisis
1nfrarrojo’como detector de GC (GC/FT-IR), para identificar

a los fitorreguladores. Esta técnica puede ser de mucha ayu-
da enllos casos donde los espectros dg masas noa dan poda
 infofmaci6n para la identificacién del'coﬁpuesto. Esto es
comn en el caso de las giberelinas y compuestos relaciona-
dos, va que tieren muchos isfmeros estructurales. De esta
manera, la GC-MS y la GC/FT-IR, nos proporcionan informaci&n
fundamentalmente para compuestos que no pueden detectarse

por otros medios (9).

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC).~- Es
indudablemente el m8todo m&s poderoso y vers&til en el an4li-
Bis de fitorreguladores.

La HPLC no s8lo ofrece un alto poder de resolucién,
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sino que t&mbién se pueden recuperar considerables cantidédes‘
de muestra en poco tiempo. Por ello, ésta técnica se ha uti
lizado tanto en el aislamiento, como en la identificacién de
estos compuestos, pudiendo cuantificar a todos los fitorregu~
ladores, excepto e; etileno, '

‘Se ha utilizado una gran variedad de material de empa-

,.,9‘!?.‘?31@9'}‘?0 para columnas de HPLC, representando asf todos : ...

los modos de geparéciﬁn que 8e conocen para la cromatogra-
f£fa en columna,

HPLC, FASE NORMAL.- Este sistema, es mucho m&s sensible
y e€ficiente que el original fraccionamiento por columna;»pg
duendo separarse muestras mulficomponentes de menos de 100
nanogramos, '

Estq,técnica tiene un mecanismo algo complejo, debido
en parte a la inestabilidad dé la fase m&vil sobxre el so-
porte. Por eso, se prefilere que el material de empagueta-
miento, tenga fases enlazadas polarmente. El material mds
usado es la sflica-gel, que se enlaza covalentemente a al-
gln sustituyente polar. Ejemplo de estos materiales sén:
Partisil 10, Partisil PAC, y Bondapak-NHz.(29).

Esta técnica se‘ush principalmente en el aislamiento e
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identificacifn de giberelinas (29). o
HPLC, FASE INVERSA. . El uso limitado del material de

empaquetamiento en fase noxrmal para HPLC, se debe ai gran de

... sarrollo de-lafseparacién-faseuinwersaude~HPLC.w RS

A partir de 1975, la crdmatograf!a,fase invafsa, ha.té— o
nido una gran 1mportahcia en la separa§16n dé fitorregulado~
res. - Una de las razones de la popularidad de ésta técnica,
es que puede utilizarsé como fase mSvil, disoluciones acuo-
sas, lo que favorece al andlisis de muestras vegetales debi-
do a su naturaleza predominantemente acuosa, La facilidad,
de seleccionar la fase mévil, permite determinarylas condicio
nes. de separacifn, para el aislamiento de compuestos que di-
fieren muy poco en su estructura (9).

El material de empaquetamiénto, est8 constitufdo prin-
cipalmente por partfculas de inica—gel como fase enlazante,
recubiertas por hidrocarburos. Los materiales comerciales
mis conocidos sén C2, c6' cé, C18 y sz. El material mas'
usado es el Cls(octadeCilsilano, 0DS), probablemente porgue
es el que dura mis tiempo (30).

Una de las propiedades mfs notables de este material,

es que se puede hacer un mayor nimero de inyecé¢iones, a
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diferencia de otro tipo de material, y también los gr&ndes
volfimenes que pueden inyectarse a columnaé relativamente pe-
quefias (10 mm de ancho por 25 cm de largo). .

Esta técnica se ha usado en el aislamiento e identifi-

"“cacifn de: ABA y compuestos ieiaciohados“(461}‘éiébéihiﬁééw

(47), y giberelinas (48). ‘

HPLC POR ADSORCION. A pesar dél uéo tan difundido de
1; cromatograffa en capa fina en estudios de fitorregulado- .
rés, la'HPLC por adsorcifn ha sido,reiativamente poco uti-
lizada. |

En general, los sistemas de disoiventes para TLC, pue-
den usarde directamente en HPLC, aunque con algunas modifi-
caciones para asegurar una rdpida élucién.

Egta técnica se ha usado en el andlisis de ABA, citoci-
ninas y giberelinas (29), sin embargo, no se recomienda si

' es necesario utilizar un gran volumen de elucién. Proba-

blemente por esto y porque algunos sistemas de disolventes
absorben luz UV, se ha limitado su uso (36).

HPLC POR INTERCAMBIO IONICO.~ El material de empague-:
tamiento ifnico, fue uno de los primeros materiales usados

en HPLC, y se ha empleado en la separacifn de IAA, ABA y
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citocininas (29].

Desafortunadamente, este material noveS-aEQCuaﬁé para
la purificacidn de fitorregualdoies, ya que se necesitan
buffers-nq volitiles como eluyentes. De hecho, ésta téénica
no.se utiliza,siﬁqperémogd{gthe;ar el compuéﬁtd pufo; Otra
cosa pof ia que &sta técnica no es mﬁf‘ﬁtiiizédé;léé'éﬁévvm

este material no es tan estable como otros tipos de eﬁpaque-

tamiento para HPLC (30).

DETECTORES HPLC.~ El deﬁecfor UV es uno de los mis
comfinmente usados, aunque &ste m#todo no sea mmy.éelectivo.

Los detectofes uv de.longitud de onda fija, usualmente
operanva 254 'y 280 nm,. que es. donde absorbén‘las citocini-
nas, el ABA y el IAA. En cambio, las giberélinas s6lo ab-
sorben a longitudes de onda menores de 220 nm, aunque se han
hecho derivados de estos compuestos para que absorban a 254
nm. 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 deteccidn por fluorescencia de las hormon&s vegeta-

les, especialmente indoles, ofrecen una mayor sensibilidad




y selectividad que las detecciones UV, La flurescencia na-
tural de los compuestos indSlicos s8lo se detecta si se ha-
ce un derivado. Tamblén se han hecho derivados de otros £i-
'térreguladores. Lﬁs'cantidades detectadas an.del_ordeh de
picoqraﬁos (29).

_Los detectores electroquimicos que operan en forma oxi-

dativa, s6n también selectivos y sensibles, ‘sobre todo para‘”“ e e

compuestos ind8licos (29).

‘El nmonitoreo de radiactivided aplicada directamente-al
HPLﬁ; permite la deteccidn de compuestos radiactivos cuando
eluyen de la columna. El detector mds utilizado, es el de
cu&rzo sililante en cépsula, Este sistema se usa principal-
mente para estudiar el metabolismo de ios fitorreguladores

(29).
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v

: ’IV. METODOS DE EXTRACCION DE CITOCININAS.

Se han reportado varios métodbs de extraccién de éitof
“.cininas, algunos de los cuales han sido deaarrollados4por

Bieleski (49, 50); por Laloue y sus colaﬁoradores (51)7‘96:

'Burrows y sus colaboradores (52), Tegelman (53); Dauphin Yy '

mwwsus colaboradores (54)3 y por Nishinari ¥ Syono (55).

Dauphin y sus colaboradores (54}, extrajeron las cito-

cininas de Mercurialis ambigua.. 150-200 gramos de tejidoi

fresco, se pusieron en nitrégeno liquide y se homogenizérdn
éon'égitacidn vigorosa. Posteriormente, se extréjb con.
etanoi al 80 % tres veces. El éxtractoﬁasi obtenido se
'concentré al vacfo para purificarlo posteriormente. El re-
sidud obtenido se pasé a una columna SP Sephadex C 25, elu-
~ yendo con hidréxido de amonio 0.05 M. El extracto cbntiené.
"nuclefsidos, bases libres y nuclebtidos. Los nuclebsidos y
“bhases l;bres se separan de los nucleftidos, extrayendo con
-n=Butanol saturado con agua. Posteriormente se concentra
esta fase butanflica y las citocininas asixdbtenidas se di-:
suelven en etanol al 35 %, y se eluyen a través de una co-

lumna Sephadex LH-20 con etanol al 35 $%.
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. Léé fraccioﬁés eiuidas se compararon con estandarés~para
k sabéf a[qﬁé_corréépondian y las fracciones gorreépondienteé
a las citocininas se analizaron por cromatbérafIaAde'gasés—
espectrometria'de masés. o | |

- Burrows y'sus colaboradores, (52), extraen las citocini4

...has del t-RNA de gérmen.de“tiigo. _A-2.16 gramos de t-RNA-de " 7

-~ gérmen de trigo se afiadif agua destilada y ésta solucién se
dejé a 4°C por 48 horas, Posteriormente,'la mezcla se hi-
drolizé enzim&ticamente con fosfatasa alcalina y venéno de

vibora.- ' El hidrolizado se extrajo seis veces con la fase su
- perior de .acetato de etilo-agua 5:1. El extracto asi obteni

do se 1iofiliz8 y el material sélido se disolvié en 4 ml. de
etanol a1535 %, para posteriormente.pasérse sobre una co-
lumna de Sephadex LH-20, éluygndo con el mismo-disqlvénte.
A cada una de las fracciones eluidas de la,columna,:ée le
determin6 su absorbancia a 265 nm. Las fraéciones que ab~.
vsorhian a esa longitud de onda, se les pasd por croﬁatogra-.
en papei, elﬁyendo con etanol al 95 &. Los eluidos se‘éon-
centraron a sequedad y se analizaron por -bioensayo.
Nishinari y Syono (55), obtienen las citocininas a par=-

tir de cultivos de callo de tabaco. Las c&lulas colectadas



por filtraciﬁn se homogenizan con etanol al 80 % en un mor-

'tero enfriado. El homogenizado se centrlfuga a 10, 000 b4 g

por 20 min, Estaloperacidn ge repite dos veces. . Todos los
extractos etanSlicos se concentran al vacfo a 40°C. Pos-
teriormente, la muestra se disuelve en agua destiiad& Q se
ajusta el pH a.3 con HC1 1.0 N y se extrae tres veces con
f”hexano. La fase acuosa residual se ajusta a pH de 8.0 con
'hidréxido de sodio 1.0 N y se extrae tres veces con n-buta—
nol-saturado con agua. Todos los extractos de n-butanol se
- cpmbinan y esto es lo que‘sé cohoce como la fase soluble en
butanol.v Eétﬁ‘fase se analiza por HPLC. A laAf&se acuosa
residual ée le afiade fosfatasa alcalina con objeto de hi-
drplizér enzimiticamente a las citocininas conjugadas. Es-
ta hidr6lisis se lleva a cabo por'éspacio de 3 horas»a 37°
C. - Después dé este tratamiento, las citocininas se extraen
tres veces con n-butanol saturado con agua, para posterior-
mente analizarse de la misma manera que las citocininaé ob-
tenidas de la fraccibn butéh6lica anterior.

Nishinari y Syonc (52), indican en su artfculo que con
éste método de extraccibn las citocininas 1ibfeé se disuelﬁén

en el butanol, y las citocininas conjugadas permanecen en la
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. f£ase acuosa. La h1dr8liais enzimftica con fosfatasa alca-
1ina, de las citocininas conjugadas presentes en la solu- -
< cibn acubsa,-liberava'éstas; pudiendo entonces extraerse con

n-Butanol,



PARTE
EXPERIMENTAL
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. PARTE BXPERTMENTAL,

Loa'iapa_xato§~‘~ut11:lzados enwés‘tevtrabajoffuéron:

- Un cromatbgrafo de lfquidos Waters Assoc., RCM~100
equipado con: dos bombas dé alta presién 6000-—1\; un inyec-
~ ?tor ,ﬁh:lversal u-é—x; una columna radial Pak de Octadecil-
silanb, con tamafio de partfcula de 5 micrometros y un es-
pectrofotfmetro UV-VIS Perkin Elmer, IC-55. Se tenfa aco-

pladd un banco de datos Sigma Perkin Elmer.

-Un cromatégrafo de gases Perkin Elmer, Mod. 3920,
con detector de ionizaci6n a la flama. Columna capilar
OV-101. 1Intervalo de temperaturas, 200 a 260°C, con una

.velocidad de calentamiento de 5° por minuto.

~ Un espectrSmetro de masas CG 59488 A. Columna Ca-
pilar de metilfenilsilic6n de 25 m x 0,25 mm, programado
de 200 a 260°C a‘5°por minuto,
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Todos los reactivos y disolventes utilizados, :ueron
‘grado R. A.; Q. P., y grado Espectro y se utilizaron sin )
previa purificacién. ' ' .
| ~ Metanol, Merck. ' _

- Etanol, Merck y Baker analyzed.
- geButanol; Moﬁéerféy;l.‘m4ﬁ"“,».u,H,WMMWWW
~ Hexano, Merck, |
- Hidr6x1d6 de sodio JVC.
- Acido cloxhidrico Adlér.
- Zeatina, isbmerc trans, Sigma Chemical Co.
= Piridina. |
- Hidr6xido de potasio JVC. »
- Trimetilclorosilano (TMCS) Aldrich..
- Hexametildisilazano (HMDS)} Aldrich,

- Bis (trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) Aldrich
EXTRACCION.
Para poner a gexminar las semillas de mafz, en un re-

‘cipiente de vidrio se colocaron éstas semillas entré dos ca-~’

pas de algodfn humedecido con agua destilada, y se cubrié el
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recipiente con papel aluminio para evitar el paso de la -
luz, Las semilias se incubaron a 25°C durante 4, 24 y‘48
horas, para proceder a su extraccidn. |

Para é*traer a las citocininas, a 10 gramos de granos.
de elote o semilla de mafz molida, se le afiaden 30 milili-
‘kréias-ééMéﬁan61”a1>8b'% y se‘hbhogéniza con licuadora por es-
pacio de 3 min., enfriéndo exteriormente con un bafio de
hielo~sal. Posteriormmente, se centrifuga-por"esﬁéqio“de
* 15 min, al término de los cuales se separan la fase sdﬁre-
Enadan£e y el resfduo, A ésﬁe‘res!duo, se le aﬁadeﬁ ofros
20 ml, de etanol al 80 % y se agita const&ntemeﬁté, durante
20 min., con agitador magnético en bafio frfo.

Esta mezcla se vuelve a centrifugar por 15 min, y el
extracto sobrenadante se mezcla con el de la primera extrac-
cién y se concentran al vacfo a 4o;c y 25 mm. de Hé,”hasta
tener cerca de 10 ml, ‘ | :

| El resfduo asi obtenido, se afora a 30 ml., de agua des~-
tilada y se ajusta el pH a 3 con Hcl 1 N.  Esta solucién se
lava con Hexano varias veces, con porciones de 10 ml. c&da
una, haéta que la fasé orgénica quede transparehte. )

La fase acuosa se ajusta a‘pﬂ de B8 con Nach 1 N, y se
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_éxt:éekcon n-butanol'saéﬁradﬁ;con agua, con tres poiciones»de
10 m). cada una, '

Los extractos de nfbutanol se combinan y se evaporan a
sequedad, a 5 mm. de H§~y 40°C en un evaporador rotatdrio.: El
residuo se disuelve en 2 ml. de metanol y se filtra. |

De.lé.solucién.resultante,»se~toman 25.microli£ros y-se..
inyectan élrcromatégrafo de liquidqs, para analizar a las ci-
tocininas. ﬁluyente: mezcla metanol-agua 70:30; longitud de
onda, 254 nm, velocidad de flujo 1.5 ml/min, velocida& de ‘

! la carta, 5 mm/ min, atenﬁaéi6n, 3. |

Para identificar a las citocininas por cromatograffa de °
gases, el extracto obtenido de la fase butan6lica se disuelve
en aproximadamente 100 microlitros de piridina y se afiaden
100 microiitros de hexametildisilazano y 10 mictolitros’de
trimetilclorosilano (TMCS).,  La mezcla resultante se calienta
a 60°C por espacio de 10 min. De 1oskcompuestos formados, se
inyectan 5 microlitros al cromatdgrafo de gases, que se adap-
fd_a un éspectrdmetro de masas, del cual se obtiene un espéc4

" tro de las seflales registradas en dicho cromatdgrafo.
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Y N .
' DISCUSION,
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RESULTADOS ¥ DISCUSION,

‘ De los métodos referiﬂos en el cap!tulo anterior, se. .
..-selecciond el de Nishinari y 5yono (55), por ser el que mis
f&cilmente se adaptd al equipo y reactivos con los que se
cuentan en el laboratorio, y también por ser un método rd -
© pido. _
e El método se adapté a la extraécién de citocininaé en
mafz, déspués de éarios ensayos en que se optimizaron las
condiciones, haciendo los siguientes cambios:

Dado que no se disponfa de recursos para centrifugar a
4°C, 8sta centrifugacifn se 11ev6 a‘cabo a temperatura am-

biente, no encontrindose variaciones en los resultados.
Durante la extracci6n con n-butanol saturado con agua,

se observd que en algunas ocasiones se formaba un gel Si

los lavados con hexano no se limitaban a tres como indica el
método original, gino. que ge hacfan tantos lavados como fue-

ran neceaarios para ‘que la fase orgfnica quedara limpia, no

ge forma #ste gel. Por ello se opté lavar con hexano las
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5veces necesarias.

Finalmente, el método ‘e extreacciGn quedd adaptado de

1s siguienta manera-

A l0 gramoa de aranos de elote o de semilia‘seca moli-
ada, ge le afiaden 30 ml. de etanol al 80% y se homogeniza con
‘“liruadora pox’ eapacio de 3 min, enfriando exteriormente con )

bano de htelo=-zal. Posteriormente, se centrifuga por es-
pacio de 15 min. al tézmino de los cuales se separan la fa-
‘se_gpbrenadante y el residuo.' A &ste ﬁltimo, se le anaden :
qtéos 20 ml de. etanol al 80% Yy se'agit& constantemente duran
te 20 min, con un agitgdor.magnético'en baiio ffIb, Esta
mezcla se vuelve a centrifugar por 15 min. y el extracto
sobrenadante se mezcla con el de la primera éxtraccidn para
concent:arae al vacio a 4o°c y 25 m, de Hg, hasta tener
cerca de 10 ml, - S

v El resfiduo asIAobtenido, se afora a 30«m1:;con agua dgé—
tilada y se djustg el pH a 3 con Hel 1 N, Eéfa;solucién se
lava con hexano varias veces, coh_pérciones de 10 hi. cada
una, elimin&ndose asf campuestoa'heutros y 8cidos solubles

en 8ste disolvente.

La fase acuosa se ajusta entonces a pH 8 con NaOH 1 N.
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' Yy se extrae con. n-Butanol saturado con agua con tres por-
ciones de 10 ml. cada una,

Eos extractos de n-Butanol se combinan y se evaporan

a_ sequedad a 5 mm de Hg y 40°C en‘un evaporador rotatorib. 3

El extracio obtenido de €sta manera.se disuelve en 2 ml. de

metanol 'y se filtra, para inyectar &sta- solucidn al cromatd—w R

’”grafo de liquidos.
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10 g, de muestra se homogenizan con 30
"ml, de Ftancl al 80% por 3 min. ‘

Se centrifuga por 15 min y se disuelve
el resfduo en 20 ml. de etanol al 80 &.

__El resfduo se homogeniza con agitador =~ = e

magnético por 20 min, en frio.
Se centrifuga por- 15 min,

Se concentran los extractos etan8licos
"a 40°C y 25 mm de mexcurio,

Se afora con 30 ml, de agua destilada y
se ajusta a pH de 3 con HC1 1 n.

‘Se extrae varias veces con hexano, con
10 nl. cada una. '

Se ajusta la fase acuosa a pH de 8 con
NaGH 1 N y se extrae con n-Butanol tres

veceg con 10 ml., cada vez.

Se evaporan los extractos butan8licos 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 cromaﬁpgrama tipicb de un

‘extracto de.elote usando:

N
™N
.

MUESTRA:'Elote 9,98 gramos
Extracto 0,048 g.
Atenuaciﬁn; 3

Mezcla de disolventes:

. Metanbl-agua 30~70

"E Vel, caxta: 5 mm/ min,
o3 Vel. flujo: 1.5 ml/min. .
< Sensibilidad: 500-50

-
3 Longitud de onda: 254 nm.
3 3 : '
& o
e,
:
Fig. 1.,

- Posteriormente, se procedif.a enriquecer.otrdrextracto

de elote, obtenids de la misma forma, con un estdndar de
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zeatina con objeto de identificar cudl pico de los presentes

en el cromatograma, corresponde a dicho compuesto.

En la Fig. 2, se presentan los resultados y én &1 se

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

mo extracto ehniquecido con estdndar de zeatina en la Fig. 2b.

ABSORBANCIA (254 nm)

[=]
o«
N
[
[y [yg]
S “0
™ o
< 3}
N
. «©
Lo i
.
~t
~
=)
.
(141
(a) (b)

Fig. 2.

MUESTRA: Elote: 10.09 g.
Extract0'01065 g.
Zeatina. 2.36 x IO’SM A

Atenuacifn: 3.

Mezcla de disol&éntes:

Metanol-agua 30-70.

Vel. carta: 5 mm/min.

Vel. flujo: 1.5 ml/min.

Sensibilidad: 500-50

Longitud de onda: 254 nm. f

tp (min)
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"~ e hiecieron entonces extracciones»dé'semillas de los
genotipos de mafz H-139 y H-32, pero al.introducif él ex-
tracto al cromatégrafo de liqﬁidos, se presentaron proble-
mas con la bomba de dicho aparato, lo que obligé a invertir
la polaridad del eluyente,vutilizandose entonces una mezcla
- de metanol—agua 70: 30, que did también buena separacién,
”tanto en las muestras de elote como en las de mafz.

'Cbn estas condiciones cromatogr&ficas, se inyectd es-
tindard de zeatina a distintés concentraciones, para tener
una ?urva'patrén én la que se relacionase el &rea del pico
corréspondienfe a la zeatina y éu concentracién, para poder
cuantificar a dicha zeatina presente en la muestra. En la
grifica correspondiente a la Fig. 3, se muestran los resulta-
dos obtenidos,

"En los extraétos de ﬁaiz H-139 y H~32, se encontrf que .
1; caﬁtidad de citocininas presentes en 10 gramos de semilla

seca, era»mucho menor que lé cantidad de citocininas encon-
tradas en.10 gramos de elote, por lo que fue necesario ha-

cer una extraccibn a bartir de 40 gramos de semilla seca,

dividida en dos lotes de 20 gramos cada uno. También se



 NIDADES
' DE
AREA
24

20

16

12

76

'CURVA PATRON CORRESPONDIENTE AL ESTANDARD
' '~ DB 2EATINA,

2 4 6 8 10 12 14

Concentracién

{74 2Y)



77

observd que el genotipo H-139 contiene una mayor cantidad

de citocininas que el genotipo H-32.

| “'En la Fig. 4a se presenta el cramatograma del extfacto
‘del genotipo de mafz H-139, y en la Fig, 4b, el correspon- -
’} diente al genotipo H~32. “‘”m ‘

- “ pado que 1a cantidad de e:tandard de zeatina con la que’
"se contaba, era muy pequena, no fue posible enriquecer to=
dos los extractos, por lo que la asignacidn se hizo muchas
veces por comparacifn con muestras que sI habfan sido enrique
Scidasﬁconkestandérd (Figs. 2a y 2b}, |
NOTA: Los tiempos de retencién varfan un poco en los

’ ¢romatogramas, ya que es muy diffcil reproducir tédas las
vcondiciones necesarias'para obtener los mismos tiempos de
ietenciﬁn;

Una vez establecido el método de extraccién y detecQ'
ci6n de las citocininas, se consider8 importante determinat
siklas citocininas presentes en las semillas de mafz, se en-
contraban concentradas en alguna parte de la semilla, o si
estaban distribufdas homog&neamente en ella; Para resolver
esta cuestién} se separ8 manualmente el embridn del resto de

la semilla, escogiendo en este caso al genotipo H~139,



ABSORBANCIA (254 .nm) -
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- MUESTRA:

al Mafz H-139, 40.11 g.
Extra‘cfto: ‘0.045 g. |
b) Mafz §-32, 40.10 g
" Extracto: 0.033 g.
Atenuacién: 3 | 7‘
Mezcla de disolventcs:
Hetanol- Agﬁa 70:30
Vel, carta: 5 mm/min.
Vei. flujo: 1.5 ml/min.
Sensibilidad: 500:50

Longitud de onda: 254 nm.

()
«©
™o
-t
-
.
~
"
n ()
~ -
- -4
-
~
(a) (b)

rig. 4.

tp (min) .,
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Se procedid entonces a hacer eﬁtracciongs de los embrio-
nes obtenidos a pértir‘de 20 gramos de semilla y paralelamen-
te, extracciones de 20 gramos de semilla completa, para poder
hacer una comparacidn.

. La Fig. Sa, representa el cromatograma del extracto de
semilla completa de H=-139, El pico Que‘aparece a un tiempo
de retencidn de 3,03 min. ée ésignd‘a la zeatina por compa-
raciBn con extractos anteriores, y como puede verse, repre-
_senta aproximadamente el 60 S'del extracto,

La Fig. 5b representa el cromatograma del gxtracto de
los embriones obtenidos a partir de 20 gramcs de semilla com~ -
pleta de H-139 El pico que aparece a 2.94‘m1n, se asignd
a la zeatina, y ccm6 puede verse, representa aproximadamen-
te el 60% de este éxtracto. |

Estos resultados permiten concluir que las citocini~
nas estdn concentradas, en su inmensa mayoria en el embridn
de la semilla, ya que el contenido encontrado en este embrifén,
es equivalente al encontrado en la semilla completa.

Una vez establecido que las citocininas se concentran
en el embrifn, y dado que éste‘&onsta de dos partes: eje em-

brionaric y escutelo, es interesante determinar si las
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5 <
< [~}
[Te) L]
S N
h .
g : Mismas condiciones . .
"g” : crcmatogfaficas
a w
a8 =
|
(a) B I t. (nin),
a) Muestra: b} Muestra:
Semilla de mafiz H~139 Embrién de semilla de
20 gramos _ mafz H~139, lo relativo a

20 gramos.

Extractos 0.021 gramos : Extracto: 0,022 Qrambs.

ty % Abundancia t, % Abundancia
1,79 1,82 1.76 | 3.48
2.35 : 31.07 2.37 '34.,76
3.03 : 60.45 = 2.94 60.45

Fig. 5,
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citocininas se concentran en una de dichas §artes o se dis-
tribuyen en ambas.

Con este propbsito, se procedif 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 componén—
“tes., R

En la Fig. 6a, se mﬁestra el cromatograma del extracto
del eje embrionario. El pico con tiempo de retencibn de 2.77
min. se asigné a la zeatina, y se obéerva que &ste pico re-
p¥eseﬁta el 33 3 del extracto,

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

en éste caso no estd presente el pico que corresponde a la
zeatina, lo que permite concluir que las citocininas se en-
cuentran en el embrifn y principalmente en el eje embrionario

de éstas semillas.
Como ya se mencionf anteriormente, se tenfa interés en

medir las variaciones en los niveles de citocininas durante
la germinaci6n de semillas de mafz. Con este objetivo, se
pusieron a germinar semillas de mafz H-139 en las siguientes

condiciones:
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"~ Mismas condiciones

2.39

cromatogréficas.

Ky

E ~
<
5 5
(3] .
S Nv-.
o
M
2
2
o]
§ L
(a) )ty Gein)
a) Muestra:; " b) Muestra:
Eje embrionario, " ° . Escutelo
Lo relativo a 40 gramos,
Extracto: 0,063 gramos Extracto: 0.011 gramos
>tR % Abundancia t:R % Abundancia
1.67 17,17 1.59 21,60
2,39 49,70 2,37 77.82

2.77 : 33.13
' = Fig. 6.
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. "En un recipiente de vidrio, se colocaron las semillas
_entre dos capas de algod6n humedecido con agua destilada,
y. se cubrif con papel aluminio para evitar el paso de la luz.

Se incub8 a 25°C durante 4,24 y48 horas, para proceder a su
_extraccibn. R o o o I

La Fig. 7a, muestra el ciomatograma del extracto de se-
milla H-139 después de 24 horas de sometida a las condicio-
nes de germinacién; sefialadas anteriormente. Como puede
verse en el cromatograma, no se observa el pico con tiempo
de rétenciﬁn alrededoxr de 3 min, correspondiente a la zea~
tina.

La Fig. 7b muestra él cromatograma del mismo extracto,
de la Fig. 7a, s&lo que enriguecido con estdndard de zeatina.
Como puede verse en 8ste cromatograma, si aparece el pico
con tiempo dé retencién de 2.77 min, correspondiente a la
zeatina,

Estos resultados fueron muy desconcertantes, ya que se
esperaba que durante la germinacién se observara un incremen
to notable de citocininas y, sobre todo, de zeatina, ya que
es una de las citocininés naturales mids activas.

En un principio, se crey8 que las semillas con las que
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[ I

™

o~
Muestra:
Semillas de mafz H-139
germinadas durante 24 h
40,04 g, semilla seca

_— - 0.143 g, extracto.
© ~ ,

ABSORBANCIA (254 nm)

1.64

Z

r

(a) (b)

a) Extracto sin enriquecer.

b] Extracto enriquecido con zeatina (0.25 mg/mi).

Fig, 7.
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sé txabajd, eséaban envejecidas y por eso sektenian estos
resultados no esperados, Sevintent6 entonces obtener se-
millas de éstos genotipos mds frescas pero no fue posible,
por lo gue se optd porAcambiar el genotipp a maiz chalgque-
fo, que era m4s fresco gque los genotipos con los que se.
Habia trabajado nasta aho:a. Sin embargo, al hacer la ex—. . ..
.Wtrﬁcﬁiﬁn céh éstaé seﬁillas de mafz chalquefio, los resul--
N tados fueron los mismos: aparecen dos picos y al enrique-
cerse el extracto con est&ndatd de zeatina, aparece un
tgrcer,piéo, lo que indica que en el extracto de mafz no
ha& zea£ina; |
Entonces, se revisaron cuidadosamente todos y cada uno
de los pasos sequidos durante la extracci6én y lo mismo se
hizo con lds disolventes y reactivqs usados, no encontrdn-
dose fueptes de error en é&stos puntos.
Por &sta razfn, se revisd nuevamente la literatﬁra en
lo referente a m&todos de extraccién, y se encontr$ un mé&-
todo reéortado pbr Viz§rovd y Vozar (56), muy semejante al
de Nishinari y Syono (35}, que es 2l que se babIa‘seguido.'
' Las finicas diferencias entre ambos métodos, eran qué

Viz&rova utliliizf &ter etflico en lugar de hexano para lavar
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1ns extractos de la solucién dcida, y extraer los compuestos
neutxros y acidos. La otra diferencia consistié en que se em
plea hidr6xido de amonio 0,1 M, para alcalinizar la soluciﬁn
‘acuosa ahtes-de la extraceifn con n-Butanol. |
-Como.se v8&, las mo&ificaciones eran minimas, por lo que

no se pensb que la fuente de erroxr estuviera en el método
de extraccién, aungue se compararon ambos métodos y no se en

contraron diferencias apreciables en los resultados.

En el momento €n que el trabajo se encontraba en éste
punto, quedf instalado en la Divisidn de Estu&ios'de Pog-
grado, un espectfdmetro de maéas acoplado a un cromatégrafo
de gases. ' 7 |

Como en la 1iteratura se reportan identificaciones de
citocinimas por cromatograffa de gases-espectrometria‘de
masas (40, 58, 59, 60}, se'tratd de identificar a dichos
compuestos por 8ste método,

. Para ello, de un extracto ccrrespondieﬁte a los ejes
embrionarios obtenidos a partir de 200 gramos de semilla
seca del genotipo de mafz Chalqueﬁp, se formaron derivados

trimetilsililados de la sigulente manera: El extracto ob-

tenido se disolvi8 aproximadamente en 100 microlitros de



héxaﬁefildisilaiano (HMDS} y 10 m1cro1itros_de trimetilclo-
' rosiland (TMCS]) . La mezcla formada se calent6 a 60°C
rdurante un periédo de 10 a 15 min.

Los derivados ast formados se inyectaron al cromatd~4
- grafo de gases,. acoplado al espectr&metro de masaa, obte-

" niendose ‘los siguientes resultados:

TIC of MAIZ.0 £ JL Tildicacy) 3
'7;15:5_- . ‘ ‘
' cin'c:!~
| EILBES:
4_.'“5'-.
z.acsf
rz.nr.-rsi

1. BESY

s

Cromatograma del derivado trimetilsililado,
' Muestra: Eje embrionario de mafz chalquefio,

Lo relativo a 200 gramos.

Fig. 8.

86
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En el cromatograma presentado en la Fig. 8, se obser~

kVan 8 picos, de los cuales se obtuvieron los espectros de ‘

masa de los tres pilcos que estdn en mayor proporciGn (Pigs.l
9, 10y 11), ,

Los pesos de las citocininas libres trimetiisililadas
bvan de 350 a 440 y los pesos de las citocininas cgnjugadas
Hsililadas, van de 480 a mis de 600 unidades de masa.

Como se crey8 que las citocininas que se obteniah por
éste método eran las ;ibres, se'programﬁ el aparato para
detgrminar espectrog de mésas de ccﬁpuestos ccn pesos ;n—
feriores a 500 unidades de masa.’

El espectro mostrado en la Fig. 10, parece corxrespon-
der a la zeatina trimetilsililada, tanto por el peso del ’
fragmento de masa mayor, camo por los démas'fragmentos for-
mados (60} . | |

En los espectros de las Figuras 9 y 11,>sé observa
que el fragmento coh masa ﬁaybr és superior al'esperadd_
para las ciﬁocininas trimetilsililadas. No obstante, no

se tiene la ceffeza de gue el peso registrado corresponda
al ién molecular o a un i6n fragﬁento, porque'édmo se men-

ciond, el peso mAximo que se podia fegistrar era de 500
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Espectro de masas del cuarto pico del cromatograma.

Fig. 10



1. 1C8
1. 8E3
b BE4
1.0k
PRI
5. 8E4
1,041
4. D4
2. 864
». 0K
108001

»

Coar 431 C18.930 mtnd 24 NALX.D

Scan 451 (18.859 min) of MAIZ.D
EJE EMBRIONARIO

a/z

45.00

54.95
68.95
73.25
74.0§

78,05 .

81.95

85.05

88.55
'97.05

181.05
103.08
104.05

165.05__

109.05

113.05

115.05
116.Q5
117.05
119.05

127.05
179.04%

abund.

-_——

o
—_—. N

- - - -

- )

WO ~N

(74 2

130.05
131.05
133.95
142.05
143,05

145.05
147.00
148.15
143.00
155.15

157.00
158.15
155,00

163,15 -

170.15
171.18
173.15
183.00
189.15

©180.16

191.15

. abund. .. m/2

192.15
199.15
203.15
204.15
205.15

LSS IR ]

206.15
207.15
218,15
217.15
218.15

‘™
N & &

218.15
221.15
229.15
. 230,15
231,15

- .
B~ =

243,15
244.15

oo - NN

257.20

259.209
271,05

0 —

245.05 .
247.20

abund.

s

WU~ -

-
0 (0 = v s

NN~

- - NN WO

B n/z

272.05
273,20
289,20
299,20
291,20

308.20
3149.2¢
320.20
331,20
381.15

362.25°

363.25
364.25
365.15

379.25

437.25
438.40
439.30
450.20
451.30

452.30
453.30

Espectro de masas del quinto pico del cromatograma,

Fig. 11,

*

- abund,

- A - N

T . . (] -

-

e~

Gl == N

-



91

unidades de masa, ya que los fragméntos en éstos espectros
s6n caracterfsticos de las citocininas (66}.

Dado que no se tuvo la certeza de gue se tenIan,los'
iones moleculares y que aparentemente habfan fragmentos mas
pesados que. ‘los esperados,.-se pensd ‘en’la’ poaibilidad de |
“que en el extracto obtenido no s8lo se tuyieran lag citoci-
ninas libres, sino también algunas agociadas a un azfcar. |

~ Para aclarar 8gte punto, se repitié el exuerimento,
programando el instrumento ahora para que xegistre iones
con masas superiores a 500 unidades.

. Sin embarge, algunos contratiempos surgidos con el a~
parxrato, hicieroh que-lds muestras se analizaran varias ho-
ras despuls de haber hechp los derivados y los espectros
obtenidos muestran algunas difergncias con los obtenidos
anteriormente. ‘

En la Fig. 13 se muestra un espectro de masas con una
fraccifn molecular de 361 y,parecé correspohderla'la}zegtii
na dimetilsililada, lo que significarfa vna fécil descom;.
posicifn del derivado trimetilsililado.

Como se menciond anteriormente, la muestra no se ;na-

1iz68 inmediatamente deppufs de formar el derivado y en el
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cromatograma, se observan muchos mi4s picos que la vez an-
terior (Fig. 12, lo que podrfa indicar que la muestra se
descompone muy f&cilmente,

Este experimento no se pudo repetir para aclarar las

__dudas surgidas, pero todo parece. indicar gue por el método - -

e extraccidn seguido no s6lo se obtiénen las citocininas 11
bres, sino también las conjugadas. Esto explicarfa en par-
te los resultados obtenidos por cromatograffa de liquidos,
‘ ya que dependiehdo'si,se extrafan lés cifocininas conju-
gadas o libres, podfa o no aparecer el pico correspondien-
te a la zeatina libre.

-Sin embargo, es necesario aclarar éste punto, y en
dado caso de que se obtenga una mezcla de citocininas li-
bres y conjugadas, una alternativs podrfa ser la hidr6li-
sis de éstos compuestos y poder éeterminar su tontenido

en la semilla,
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' RESUMEN ¥ CONCLUSIONES.

Se hizo una amplia revisién de los métodos de extrac- o

‘. cibn y. cuantificacién de. citocininas que-se encuentran”‘“m'””””

reportados en la literatura.
Se adaptd el Método de Nishinari Y Syono (55) para la.

extraccién’ de citocininas presentes en elote y en se-

,millas de mafz.

Se determinaron las gohdiciones para la. identificacién

* y cuantificacibn de la zeatina presente en la mezcla

de citocininas extrafda en semillas de mafz, utilizando
la técﬁica,&e cromatograffa de lfquidos (HPIC) .

En el genotipo de mafz H-139 se encontr6 que las cito-
‘c;ninas‘Se concentran en el embrisn y dentro de é&ste,
aﬁarentemente la maybr!ﬁ de dichas citocininas se en-
cuentran en el eje embrionario,

Usando la técnica de Cromatograffa de Gases-Espectro-

metrf{a de masas, se llegd a la conclusién de que con el

- método empleado se extraen en el butanol tanto las



9 -

citocininés‘libfes como- las asbciadas a'azﬂcarés, no' 
obstante que Nishinari y Syono (55) reportan que con
éste método s6lo se extraen las citocininas libres.

Se intent6 cuantificar la variaci6n de los niveles de

citocininas durante el proceso de la gexrminacibn, pero o

‘no fie posible debido a los resultados contradictorios =

obtenidos- por ércmatografia de lfquidos, derivados
del hecho de gque durante la extraccién se'obtienen'tam;

bién' las citocininas conjugadas.
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