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I. INTRODUCCION



INTRODUCCION

El crecimiento de una planta es un proceso dindmico y com
plejo, aunque estrictamente controlado.

Pafa nosotros es familiar el notable cambio que ocurre du
rante el ciclo de vida de una planta, desde la germinacibn, la
produccifn de fruto hasta la senescencia. Sin embargo, la suce
sién ordenada de los cambios principales que ocurfen desde la
semilla hasta la compleja y elevada organizacifn que presenta
la planta madura, es uno de los mfs fascinantes y desafiantes
problemas de la biologfa.

Existen sustancias que, en cantidades extremadamente pe-
quefias, promueven, inhiben o modifican de manera especffica un
proceso fislolégico, tanto en animales como en vegetales. A es
t4s sustancias se les ha denominado hormonas, ya que son sinte
tizadas en un punto distante de su sitio de accifn y, para los
vegetales en particular, se les ha descrito como reguladores
de crecimiento, sustancias de crecimiento o fitohormonas.

A diferencia de las hormonaé animales que son mis especi-
ficas, las fitohormonas tienen un intervalo mis amplio de ac-

cibn, dependiendo del tipo de 8rgano o tejido sobre el que ac-



tden. ‘ ’

Las £itohormonas se dividen en dos grandes grupos, uno
formado por las promotoras del crecimiento, entre las que se
encuentran las giberelinas, las auxinas, el etileno y las cito
cininas; y el otro que‘incluye a los inhibidores del crecimien
to, como el &cido abscfsico y algunos compuestos fenblicos.

. El1 objetivo de este trabajo consiste en analizar los mé-
todos para hacer determinaciones cuantitativas de citociginas
que se encuentran reportadds en la literéturd, y adecuarlos a
la extraccifn y determinacibn de dichas fitohormonas en mafz
{Zea mays).

Aunque los métodos que se encuentran reportados, est&n di
sefiados para extraer en conjunto todas las citocininas presen-
tes en las muestras analizadas, en este trabajo solo se pudo
identificar y cuantificar t-~zeatina, por ser esti la fnica ci-

tocinina de la gue disponiamos de un est&ndar.



II, ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

" Los diferentes grupos de. fitchormonas que existen hace df
ficil su estudio, y aunque en este trabajo el interé&s se cen-
tra en las citocininas, en este capitulo se mencionan brevemen
te los ééros grupos de fitohormonas para conocerlos y saber co
mo actfan, posteriormente se presentan los‘métodos conocidos
para su andlisis y cuantificaci6n. Al final del capftulo se in
cluye un resumen breve de una seleccifn de los métodos encon-
trados en la literatura para la extraccién y cuantificacitn de
clitocininas.

En el siguiente cuadro se presentan los grupos de fitohor

monas con sus principales caracteristicas?,
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IX.A.1, GIBERELINAS

Estos’compuestos se relacionan quifmicamente a los diterpe
nos, los cuiles gon miembros de un grupo grande de compuestos
que se encuentran de manera natural en plantas, y a los que se
les ha llamado terpenoides!. '

En el afio de 1920, se descubrif un grupo de hormonas de
crecimiento en plantas cuando un investigador japonds, traba-
jandb sobre el "bakanae", enfermedad del arroz causada por el
hongo Gibberella fujikuroi {(también conocido como Fusarium mo-
noliforme), observé una elongacibn excesiva del tallo y las ho
jas, dando por resultado una planta anormalmente alta.

Algunos metabolitos del hongo son los respongables de es-
te efecto y se les conoce colectivamente como Giberelinas, las
cudles reciben nombres y sufijos a medida que van siendo aisla
das. Su estructura bésica es la del gibano (I} y solo difieren
en la posicifin de los grupos sustituyentes en el esqueleto,

as! como en el grade de saturaci6n®,



En 1939 se aisl8 de un medio de cultivo del mismo hongo
(Gibberella fujikuroi) una pequefia cantidad de material crista
lino altamente activo, que producfa los sfntomas patolégicos
mencionados anteriormente cuando se aplicaba a las semillas de
arroz. A est& sustancia se le denoming gibereiina A y poco deg
pués Scido giber&lico (GA3), y presenta la siguiente estructu-

ra (IX):

II

Del mismo hongo se han aislado otras giberelinas, y otras .
mi&s de una gran variedad de plantas superiores y algqunas (como
el mismo &cido giberélico) de ambas fuentes®,

Las giberelinas promueven la elongacién de los tallos, pe
ro tienen poca o ninguna influencia en el crecimiento de la

rafz.



Cuando se aplica 8cido giber@lico a varias especies de
plantas en crecimiento, se induce una extensifn anormal del ta
llo y las hojas, pero al aplicarlo a plantas genéticamente ena
nas, toman la apariencia de una planta de altura normal, es de
ciy, crecieron por mutacidn,

Existen otros compuestos que aungque no tienen la misma es
tructura bisica de las giberelinas poseen la misma actividad
biolﬁgica'de tales fitohormonas, por ejemploc, un compuesta lla
mado helmintosporol aislado del hongo Helminotosporium sativum,

y el 4cido faseB8lico obtenido de semillas de frijol,

II,A.2. AUXINAS

En los vegetales se encuentran muchos derivados del indol,
desde los alcaloides ind8licos, relativamente complejos, hasta
el propio indol que se encuentra en los capullos de naranja®.
Los derivados del indol m&s importantes que contienen las plan
tas son las indolauxinas y, en particular: el &cido 3-indolacé
tico (AIA) (IXII) y el indol-3-acetonitrilo (IAN) (IV) descu~

biertos en el afio de 1934,



CH,,~COOH CH,~CN -

N N
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El nombre auxina proviene del griego auxein que significa
. crecido’, Su importancia en fisfologfa vegetal radica en que
son responsables del crecimiento y diferenciacién de la planta.

Varios compuestos ind8licos sintéticos tienen efectos pa-
recidos al AIA, aunque no necesariamente contengan el esquele-
to del indol, Ejemplos de esto son, la molécula del Scido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y la del &cido 2,4,5-triclorofeno
xiac8tico (2,4,5~-T) que se usan como herbicidas®.

Ya que las auxinas se encuentran presentes en todas las
plantas superiores en cantidades extremadamente pequeifias, fue

muy dfficil su aislamiento por primera vez,
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II.A.3. ACIDO ABSCISICO

La dormina, abscisién II o mejor‘conocido como 4cido abs-
cIéico (ABA) es una fitohormona’ con estructura qufmica de un
isoprenoide y posiblementé sea un derivado del caroteno viola-
xantina, con algfin parecido estructural a la vitamina A, al
cufl se le asigrf una estructura qufmica con base en sus espec
tros de absorcibn en el infrarrojo y otras rropledades ffsicas.
Posteriormente se llevS a cabo su sfntesis, con lo que quedé

plenamente confirmada su estructura® (v).

v

El ABA fue aislado en forma ctistalina de algunas plantas
superiores, sin embargo, las cantidades en que se encuentra

presente son muy pequefias, y se regquieren de grandes cantida~



des de tejido para la extraccifn de cantidades cristalizables.

El igfmero dextrdgiro del ABA es el que se encuentra de
manera natural en la planta. El producto sintético es una mez-
cla racémica de los dos enantidmeros: dextrbgiro y levégiro.
La mezcla racémica presenta poca actividad en un bioensayo®.

Ademis de presentar isomerfa Sptica, el ABA también mues-—
tra isomerfa geom@trica.

El ABA se ve involucrado en los procesos de inhibicifn
del crecimiento y desarrollo de la planta?. En particular se
encuentra asociado con la dormancia del capullo, inhibilcibn de
la floracién, inhibicifén de la germinacifn de la semilla, geo-
tropismo de la rafz, senescencia y formacién de la capa de abs
cisién (de ahf su nombre),

El efecto del ABA sobre la germinacibn en algunos casos
es invertido por el 4cido giberé#lico y en otros también por
las citocininas,

En la actualidad se conocen otros compuestos que al igual
que el ABA, act@an como inhibidores del crecimiento en las
plantas, entre estos tenemos a los &cidos lumeldrico, cafeico
y ferdlico.

Cabe mencionar que las fitohormonas promotoras del creci-
miento en concentraciones elevadas fisiolbgicamente, tambidn

pueden actuar como inhibidores del crecimiento®.

11
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IX,A.4. ETILENO

Adn cuando el etileno (VI)} posee una estructura qufmica
simple, esto no impide que pueda ser considerado como¢ hormona,
en contraste con las moléculas qufmicas m&s complejas de las

giberelinas, auxinas, abscininas y citocininas!.,

VI

pesde hace muchos afios se conocen los efectos que tiene
el etileno sobre las plantas’. Se tuvo conocimiento de su pre-
sencia en los vegetales por primera vez en un laboratorio,
cuando trazas de un gas afectaba el comportamiento geotr8pico
del tallo y la ralz en la planta.

Su existencia como gas a temperaturas normales es, tebri-
camente, una ventaja para la planta, ya que al ser considerado
como fitohormona, es una hormona gaseosa. El etileno es en rea
lidad un regulador del crecimiento que se difunde f£&cilmente,

a diferencia de otras hormonas que necesariamente se mueven a
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través de la vida celular para alcanzar su sitio de accién.
Aln en el presente no estd bien claroc como el etileno se ve in
clufdo en los procesos fisiolé8gicos normales, ni como es la re
lacién entre sus efectos y las otras hormonas de crecimiento
conocidas.

El etileno acelera el desarrollo de la fruta coincidiendo
con el tiempo de respiracién climateria (gran incremento de la
respiracién que ocurre durante el perfodo de maduracién de mu-
chas frutas). La exposicifn de la fruta al etileno, da por re-
sultado una apresurada y acrecentada respiracién climateria
con una pronta maduraci6n.

Est§ rSpida maduracién de la fruta por el etileno ha sido
de gran importancia y ayuda para la industria de los citricos

y de otros frutos.
IT.A.5. CITOCININAS

En las dos primeras decadas de é&ste siglo, se descubrif
este grupo de fitohormonas en cultivos "in vitro" de embriones
tierncs de tejidos y plantas, y fue hasta la realizaci6n de
unos estudios sobre los requerimientos de los cultives para el
crecimiento de callos (masa indiferenciada y de répida divi-
8i6n celular) que se obtuvieron evidencias confiables de la

existencia de las citocininas, hormonas de crecimiento en plan



tas, consideradas importantes en el procesco de la divisidn y
di ferenciacién celular, aunque m§s recientemente se ha recono-
cido que est&n implicadas en otros procesos fisiolSgicos, tal
‘como la senescencia y la dominancia apicall.

Estds sustancias se caracterizan por su habilidad para in
teractuar con el &cido 3-indolacé&tico (AIA), una auxina, y pro
mover la divisién celular en cultivos de crecimiento de c&lu-
las de plantas, ya que para que ocurra el crecimiento no solo
es necesario afiadir nutrientes al medio de cultivo, sino ade-
mis estas sustancias de crecimiento. Sin embargo, cuando_solo
se aplica ATA y nutrientes’ al medio de cultivo, hay un pegquefio
crecimiento en la planta, gue consiste predominantemente en el
alargamiento de las célulaﬂ, es decir muy poca divisil6n celu-
lar y no hay diferenciacibén celular., No obstante, al afiadir
adenina al medio de cultivo, las células son inducidas a alar~-
garse y dividirse. Por el contrario al afiadir adenina sin auxi
na (AIA) no hay divisién celular en el tejido,

Las citocininas son sustanclas gue se derivan estructural
mente de la adenina (VII), mejor conocida como una de las ba-
ses nitrogenadas integrante de las moléculas de los &cidos nu-

cléicos DNA y RNA',

14
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M4s tarde se obtuvieron otras sustancias a partir de la
degradacién del Acido desoxiribonucléico (DNA), con la misma

estructura base de adenina pero con un efecto mis potente, A

- una de est8s sustancias se le llam@# 6~ (furfurilamino)purina,

mejor conocida como kinetina (VIII), que al igual que la adeni
na, al interactuar con el AIA tiene efectos sobre la divisién

y diferenciaciaq celular en cultivos de tabaco. Este regulador
del crecimiento no se encuentra de manera natural en las plan-

tag!?, ”
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VIII

En 1964 se aislé a partir de gfanos de mafz dulcé una ci-
tocinina identificada como 6-(4-~hidroxi-3-metil-2-enil)aminopu

rina y a la que mis tarde se le denomind zeatina (IX).

. JCHy _ fCHy
g ‘cnz-ou
\N
H

IX



De manera subsecuente se identificaron otras citocininas.
A la fecha se conocen ocho, que se han encontrado en extractos
de granos de mafz, pero la zeatina es la mds potente de estéds.
Algunas, o quiz8s todas las citocininas natufales existen en
la planta unidas a una pentosa y algunas veces a un fosfato,
es declr, se encuentran como nuclebsidos o nucle8tidos respec-
tivamente, Por ejemplo un nucledtido de la zeatina .encontrado
en granos de mafz es el 9-B-ribofuranosilzeatina=-5'=fosfato

(X).

CH CH
NH/ 2:C =C: 3
H CHZ-OH

Las cltocininas naturales son muy similares en estructura
a la zeatina, y sus derivados se han identificado en varias
plantas, tal como la citocinina NG-(Az-isopentenil)adenosina,

un nucledsido que se ha obtenido de granos de mafz, de espina-

17



ca, de chfcharo, de levadura y de tejidos que sirven para ali-
mentar al embrifén durante su crecimifento, como el agua de coco.
A estd sustancla se le conoce como isopentenilaﬁenosina (1IPA)
(XTI}

CH

_ - cHy
Npi=CH ,~CH= ¢

CH

3 .

ahora se sabe que la IPA sé encuentra en el t~RNA de plan
tas y células animales. Por consiguiente, estos compuestos ade
nosfn isoprenoides existen tanto como nuclefsidos y nuclefti~
dos asf como en su forma libre.

El mencionar a estos cinco grupos de fitohormonas, no im=-
plica que no existan algunas otras’, tales como la tiamina (v£
tamina Bl) y la piridoxina (vitamina Bs) ambas producidas por
las hojas y esenciales para el crecimiento de la rafz: el Sfci-

do nicotfnico en plantas leguminosas; la riboflavina (vitamina

18



82) y el Scido pantoténico en el desarrollo de los embriones
vegetales; y algunas otras que, tal vez, todavfa quedan por

descubrir®,

19



METODOS DE ANALISIS QUIMICO

Existen diversos métodos de anflisis quimico reportados
en la bibliograffa, para la identificacion y cuantificacidn de
las fitohormonas. Sin emvargo, las. pequefias cantidades -en que
se encuentran las fitohormonas en las plantas, hace que algu-
nos de éstos m8todos de andlisis sean-poco selectivos y poco
precisos. '

Aunque el método del ensayo biolSgico o del ensayo inmuno
guimico sean muy conocidos para esté tipo de compuestos, se
usan poco, tal vez por lo especial del equipo y de los reacti-
vos necesarios. No asf otros métodos, que ademis de ser sensi-
bles y precisos, se llevan a cabo a ﬁna velocidad conveniente,
tal como la cromatograffa liquida de alta presién y la cromato
graffa de gases que, acoplados a algfin método de deteccifin
apropiada, optimizan la informaci6n cualitativa y cuantitativa,
por lo que han sido considerados como los mé&todos modernos de
anfilisis que pueden ser aplicados a todos los grupos de fito-

hormonas.

20



II.B.1. ENSAYOS BIOLOGICOS

El ensayo biol8gico, también denominado bicensayo, es el
método conocido mds antiguo para la identificacién de fitohor-
monas*ﬁ Para llevar a cabo un bioensayo es necesario aislar
Organos de tejidos de plantas, o quizds toda la pl&ntula, bajo

un estricto control de las condiciones del medio ambiente para
preservar la mdxima sensibilidad y menor variabilidad del teji
do. Una vez aislados, estos tejidos se exponen a las fitohormo
nas o fracciones purificadas de extractos de plantas, y la res
puesta obtenida se cuantifica, La respuesta puede Ser elonga-~
cibn del tallo, biosfntesis de los pigmentos, 1ncremeﬁto en la
biomasa u otra respuesta especifica.

Los bioensayos tienen varios problemas inherentes. La pre
cisibn se ve influenciada por la variabilidad de los tejidos

de plantas que son las bases del ensayo. El tiempo de anilisis

es prohibitivo, ya que los m&s rédpidos requieren de varias ho-.

ras y algunas veces de dfas a semanag!!,??

. Las sustancias po-
tencialmente activas deben aplicarse exSgenamente a los teji-
dos ensayados, dando por resultado baja sensibilidad debido a
los problemas de su transporte hasta el sitio de accifn y por
el metabolismo., Estos problemas, acopla&bs con los iequerimieg

tos para un gran ntmero de réplicas acaban con la precisibn

del an&lisis. Por otra parte debido a lasfbajas concentracio~-

21



nes de fitohormonas en tejidos de plantas es muchas veces im-
prictico o imposible adquirir suficiente cantidad de hormona
para los bicensayos. Algunos bioensayos tienen selectividad 1i
mitada o indefinida, lo cu§l da lugar a un estricto requeri-
miento sobre el proceso de fraccionamiento que provee muestras
homogéneas para Su and8lisis; cualquier impureza en un extracto
biol6Bgico, incluyendo inhibidores (un problema comdn) u otra
molécula activa, compromete la interpretacifn del bilensayo.
Estos problemas pueden ser el estfmulo para el desarrollo de
modernos anflisis inmunolégicos, cromatogrificos y espectromé-

tricos.
II.B.2. METODOS INMUNOQUIMICOS

Los ensayos inmunolbglcos se han usado émpliamente en el
andlisis de hormonas animales. Debido a su alta selectividad,
minima purificacifén requerida de la muestra y sensibilidad
igual o mayor que la de los métodos fisicoqufmicos'’, os que
tienen un gran valor analftico como instrumento para las inves
tigaciones en medicina clfnica y endocrinolégica y se han apli
cado también a la determinacién de reguladores de crecimiento
en plantas'®, tal como los radioinmunoensayos (RIE) y la enzi-

ma inmunoensayo (EIE), con los que se pueden detectar hasta

cantidades picomolares, y mis recientemente el sistema acopla-

22



do HPLC-RIE, donde los extractos vegetales son fraccilonados so
bre una columna de fase inversa y posteriormente cuantificados
por RIE'®,

El procedimiento para éste mé&todo requiere de la forma=-
cifn de un anticuerpo para el compuesto de interé&s, Como en
las’ hormonas animales, las moléculas de las fitohormonas tam-
biéﬁ son pequefias éor.lo que es necesario formar una unién co~
valente entre la fitohormona y una molécula de gran tamafio,
usualmente una protefna?. La molécula asf formada, fitohormona
-protefna, llamada antfgeno, se inyecta por vfa intravenosa a
un animal, en cantidad tal, que sea capaz de estimular la for-
macién del anticuerpo. Las protefnas mds usadas para conjugar-
las con las fitohormonas son: alblmina serica bovina (ASB), al
blmina serica humana (ASH) y liposaciridos (LPS). En todos los
casos han sido conejos los productores de los anticuerpos.

Las moléculas del anticuerpo aparecen en el suero sangui-
neo (éntisuero) Yy en los tejidos del conejo en respuesta a la
inyeccién del antfgeno, dando por resultado la formacifn del
complejo antfgeno-anticuerpo.

La formaci6én de este complejo puede ser estudiada por me-~
dio de la reaccibn de la precipitina, formacién de un precipi-
tado al interactuar el antisuero con el antfgeno. Para asegu-
rar que se ha formado este complejo, el suero se difunde en

gel, teniendo como respuesta positiva la apariciém de una 1l1-

23
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nea opaca en el lugar en que se deposita este complejo, La de-
terminacifn cuantitativa se hace, usando un elemento radioacti
vo como integrante del antfgeno y midiendo posteriormente la
radioactividad presente en el complejo.

Los lfmites de detecciln reportados para los ensaycs inmu
nol8gicos m4s sensibles son 0.1 ng para ABA: 0.2 ng para AIA;
5 ng pgra‘iPA y 0.02 ng para t-zeatinaribosido'*r!7.

Por este método pueden analizarse varios cilentos de mues-
tras en un solo dfa, e incluso analizarse extractos en crudo.
Su principal desventaja es el largo proceso para la obgenc16n

de los anticuerpos especfficos??,
II.B.3. CROMATOGRAFIA

La cromatograffa es un procedimiento de gran utilidad pa-
ra la separacién de los componentes de una mezcla, mediante el
reparto simple entre dos fases, Este proceso se lleva a cabo
introduciendo cantidades de muestra de;'grden de ug en una co-

- lumna empacada con un material denominado fase estacilonaria, a
lo largo de la cual se hace circular un flujo de la fase mévil,
(gas o lfgquido) separfndose los componentes y saliendo de la
columna en diferentes tiempos.

Las separaciones se clasifican segln la naturaleza de las

fages que intervienen, por ejemplo, lfquido-sélido, liquido-1f
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quido, gas-1fquido, gas-sblido'?.
II.B.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION

En afios recientes, la cromatograffa lfquida de alta pre-
gibn (HPLC) se ha usado como la técnica de separacién m&s pode
rosa que se encuentra disponible para el aislamiento y cuanti-
ficacibn de fitohormonas?®,

Las ventajas que presenta son: gran capacidad de muestreo,
lo que permite recuperar material biol8gico a partir de extrac
tos de plantas: gran poder de resolucién; separaciones mis ri-
' pidas de los componentes que con columnas convencionales; y ve
locidad en las separaciones, que pueden realizarse en menos de
una hora.

El proceso consiste en hacer pasar la fase mfvil a través
de la columna a velocidades lineales de flujo que pueden ser
hasta 100 veces mis réipidas que en la columna de cromatograffa
tradicional, La columna que se usa estd empacada eficientemen-
te con partfculas muy pequefias de diversos materiales, segln
la técnica empleada, para 'que se establezca un r8pido equili~-
brio entre las fases estacionaria y mfvil; dicha columnha suele
ser de acero inoxidable, soporta grandes presiones (3000 lb/in2
o més), su difmetro interno es de 1 a 3 mm y su longitud depen

de del grado de dificultad de la separacién, puede ser de 0.5



a 1.0 m. La muestra se inyecta al sistema cerca de la parte su
perior de la columna, mediante una jeringa cuya capacidad es
del orden de ul. El volumen y la cantidad de muestra por anali
zarse deben ser pequeiios, para obtener picos bien delineados y
angostos, y permitir asf que la separacifn sea m&s rdpidad!,

Al salir de la columna el eluyente (fase m6vil) que puede
o no contener un componente de la mezcla penetra al detector.-
Casi siempre se¢ usa un detector de ultravioleta con longitud
de onda fija a 254 nm (o en ciertos casos a 280 nm). Todos los
compuestos orglnicos aromfticos absorben intensamente a esta
longitud de onda y también otros compuestos org8nicos y muchos
complejos inorg&nicos, lo que lo hace parcialmente selectivo
como un m&todo analftico de fitohormonas!’, Los lfmites de de-
teccibn por inyeccibn a 254 nm para ABA es de 0.5 a 5.0 ng; pa
ra derivados de giberelinas es de 5,0 ng; para citocininas es
de 4.0 ng; y para AIA a 280 nm es de 5.0 a 20.0 ng. La respues
ta del detector esti en funcifn de la concentracibn de la mues
tra, dando un pico como sefial eléctrica.

En algunas otras ocasiones se han usado otros tipos de
detectores, tales como el detector de fndice de refraccién
(IR) , especialmente para indoles, donde se ha detectado canti-
dades de AIA de 10 a 20 pg y derivados de giberelinas de 5 pg;
el detector de fluorescencia para determinar AIA y el detector
radicactivo, que permite la deteccifn de compuestos marcados

i
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radioactivamente.
Las diferentes técnicas de HPLC usadas para el andlisis
de muestras son: particién en fase normal, particibn en fase

inversa, adsorcifn e intercambio i8nico.

Particifn en fase normal HPLC

"El sistema de particidn en fase normal es técnicamente
complejo, debido en parte a la inestabilidad de la fase esta-
cionaria, lo que hace que su uso sea restringido, Se lleva a
cabo una excelente separacién y resolucifn del sistema, debi-
do al recliente uso de las fases polares enlazadas!®, Estos ma
teriales que tienen como base sflica gel con superficie recu-
bierta (enlaces covalentes Si-0), tienen una gran variedad de
sustituyentes polares. Para la separacifn de zeatinas sint@ti
cas como zeatina=7-glucfsido y zeatina-9-gluc8sido se usa una

columna de partisil PAC (fase enlazada con cianuro).

Particién en fase inversa HPLC

El lfmite de uso de la fase normal, ha hecho que la téeni
ca de fase inversa, sea actualmente de gran uso ya que ha de-
mostrado ser el método mis adaptable y preciso para la separa-
cién de fitohormonas. Los materiales que usa se basan en partf
culas de sflica gel teniendo como fase enlazada una superficie

recubierta d=2 grupos hidrocarbonados, tales como Cyr 06, CB'
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C18 y fenilos como fase estacionaria y como fase m8vil una so-
~ lucibn acuosa. La columna de octadecilsilano (ODS o CIB) es el
material mis usado para el andlisis de fitohormonas, debido en

parte a su gran resistencia al uso.

Adsorcién HPLC

Poco se ha usado ests técnica en HPLC, debido a su baja
actividad en comparacién con su uso en cromatograffa en capa
fina (CCF), pero es de gran utilidad para la separacién de is6
meros geométricos cis y trans del ABA. Algunas separaciones se
han llevado a cabo con emp&que de sflica que ha sido modifica-
da por silacifn (con cloruro de trimetilsilanc) o por argenta-

ci6n (con nitrato de plata)l’.

Inteicambio i6nico HPLC

Esti técnica se ha usado para andlisis de varios tipos de
compuestos, pero no exactamente para fitohormonas ya gue los
materiales que Se usan en su proceso no son adecuados para
ello, como el uso de buffers no volitiles que son dfficiles de
remover.

La existencia de est8s diferentes técnicas de separacién
de HPLC} todas con mecanismos diferentes es una gran ventaja,
ya que para una mejor resoluci6én de un andlisis, puedan usarse

conjuntamente como un mé&todo analftico cuantitativo.
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HPLC es el mé&todo de eleccibn cuando se trata de separar
" productos poco estables, de alto peso molecular y cuando con-
venga que en la deteccidn no se alteren los componentes de la

muestral?,
IT.B.5, CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatograffa de gases (CG) es una t8cnica r4pida en
la separacién de mezclas. La posibilidad de convertir muchos
materlales en un derivado voldtil, amplia la aplicabilidad de
este método,

La CG incluye los sistemas gas-~1fquido, el cual se basa
en una separacifn por particién de una muestra entre una fase
gaseosa m6vil y una capa delgada de un lfquido no vol§til sos-
tenida sobre un soporte s6lido; y gas-s8lido que emplea un ab-
sorbente s8lido como fase estacionaria?’,

La secuencia de una separacibn cromatogr§fica de gases
consiste en introducir la muestra por inyeccifn a un bloque de
calentamiento, donde se vaporiza instantaneamente y se arras-
tra en forma de vapor por medio de un gas portador, que puede
ser helio, nitr8geno o arg8n, hacia la entrada de la columna.
Los solutos se adsorben en la cabeza de la columna en la fase
estacionaria y después son elufdos al hacer pasar gas portador

puro. Este proceso se verifica varias veces a medida que la



muestra se desplace hacia la salida con el gas portador., Cada
soluto se moverd a su propia velocidad a través de la columna
y, por consiguiente, se formard una banda por cada soluto. Los
solutos se eluyen sucesivamente en orden creciente de sus pro-
porciones de particifn y entran a un detector conectado a la
salida de la columna. El tiempo de émergencia de un pico iden-
tifica el componente, yrel &rea de dicho pico indica la propor
cibn del componente en la mezcla. Aunque el método de CG estd
limitado a materiales volftiles (un 15% de todos los compues~
tos orgénicos), la disponibilidad dé trabajar a temperaturas
elevadas de hasta 450°, hace a estf técnica muy Gtil.

Existen dos tipos bdsicos de columnas cromatogrdficas de
uso com@in: empacadas y capilares. Las columnas empacadas son
tubos rellenos de un spporte inerte recubierto con una fase 11
quida no vol&fil para utilizarse en la cromatograffa gas-lfiqui
do, o rellenas de un adsorbente o de una malla molecular, para
la cromatograffa gas-sblido, su longitud'suele ser de 0.7 a 2
m. Las columnas capilares presentan una excelente resolucién
de mezclas, su pared interior est4 recubierta de una fina pelf
cula de fase estacionaria, su longitud varfa entre 30 y 300 m.
Estas columnas se suelen construir de acero inoxidable, de ny-
lon o de vidrio, Se afirma que las columnas capilares dan ma-
yor resolucifn en menos tiempo y a menor temperatura que las

columnas empacadas.
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El empaque de una columna para CG generalmente es algfn
soporte s6lido granular recubierto con un lfgquido no voldtil.
El soporte s6lido debe ser inerte, poroso y con gran superfi-
cie de contacto. Los més usados son de diatomeas, un material
que en su mayor parte es sflice; polvo de ladrillo refractario,
tratado eépepialmente; tierra de infusorios; cuentas de vidrio:,
" tefl6n y otros materiales m&s especfficos (poropak © chromo-
‘Botb){

La fase liquida estacionaria que se use deberd ser f;értg
mente retenida por el soporte s8lido, térmicamente estable y
no vol&til a la temperatura de trabajo, y ademfs quimicamente
inerte hacia los solutos que Se van a separar, Existen varios
lfquidos de particifn, que van desde los no polares SE-30,

Ov-1 y Ov~-101 (metil-silicébn), de polaridad intermedia OV-17
(fenil=-silicén) haéta los polares como carbowax 4000 (poligli-
col). La regla general de "disolucién de sustancias semejantes"
es dtil para seleccionar fases lfquidas.

Mientras que la aptitud del cromatégrafo para efectuar se
paraciones estd determinada por la composicifn del relieno de
la columna, los factores que determinan la utilidad analftica
de la té&cnica son la inyecci6n de la muestra y la deteccién de
los componentes eluifdos,

La funcién de los detectores es la de sequir de un modo

continuo la composicifn del gas efluente de la columna, midien
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do sus varilaciones, Se han propuesto muchos tipos de detecto-
res, entre los m8s comunes se encuentran; la celda de conducti
widad t&rmica (termoconductividad), de ionizacién de flama y
de captur; de electrones,

Celda de conductividad térmica (DCT). La sefial del detec~
" tor es la diferencia de conductividad térmica entre el gas de
arrastre puro y el gas de arrastre que contiene la muestra. Esg
to se indica mediante la resistencia eléctrica de filamentos
calientes por los. cuales atraviesa el flujo de gas. Se usa tan
to para compuestos orgdnicos como inorgfdnicos, su li¥mite de
deteccitn es de 5 ug/ml de concentracifn de la muestra gaseosa
o de 10 ng en peso de muestra.

Detector de ionizaci6n de flama (DIF). Este tipo de detec
tor es en la actualidad el mis popular debido a su alta sengi-
bilidad, amplio intervalo y gran confiabilidad. La sefial del
detector es proporcional al nOmero de iones que se producen al
quemar la muestra mezclada con el gas de arrastre y el hidrbge
no. Se usa para compuestos orgidnicos, no responde ante muchos
gases inorgénicos como COZ’ HZO' co, 502, HZS Yy NH3. Es de utji
lidad para analizar extractos acuosos, detecta cantidades pe-
quefias de 1 ng de compuesto,

Detector de captura de electrones (DCE). Su principio se
basa en la absorcifin de electrones por parte de compuestos que

tienen una afinidad para los electrones libres. Estos compues-
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tos tienen un elemento o un grupo electronegativo (compuestos
halogenados y ciertos hidrocarburos arom&ticos), Este detector
es altamente selectivo, sensitivo y con un gran rango dindmico.
Su limite de detecci8n es de 5 a 10 pg para columnas empacadas
y de 0.3 pg para columnas capilares.

El espectrfmetro de masas (EM) es el detector mis selecti
vo que puede ser acoplado a CG., El acoplamiento del sistema CG
a EM, combina el poder de separacién del primero con la cali-
dad de deteccibn selectiva del ségundo, teniendo una importan=
te caracterfstica en com@n: la cantidad de material que puede
manejarse es del mismo orden. Los coﬁpuestos son lonizados den
tro del EM y los icnes fragmentados son separados y analizados
sobre la base de su relacifn masa/carga (m/c). El espectro de
masas obtenido puede compararse con el espectro de referencia
del compuesto conocido para la identificacifn de la muestra.

Para todas las fitohormonas, excepto el etileno, debe de
hacerse previamente su derivado vol&til para ser analizadas
‘por CG-EM. Para las citocininas son derivados sililados?®~®!,

Despu8s de conocer de manera somera las dos técnicas cro-
matogr&ficas mds usadas para el andlisis de las fitohormonas,
en la pr8ctica podrfa surgir la duda de si convendrfa m&s usar
CG o HPLC en un caso determinelo. Ambas son técnicas excelen-
tes y se complementan en.parte. Puede usarse HPLC para mues-

tras que no sean volitiles o que se descompcnagan a las tempera
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turas usadas en CG. En HPLC no se cuenta con un detector sensi
ble para sustancias que no absorban en el ultravibleta. Los di
versos detectores que se usan en CG detectan précticamente
cualquiera de los qompuestos orgéinicos, y en muchos casos can-
tidades minimas. La CG suele ser m8s rfpida, aunque HPLC estd

avanzando grandemente en este aspecto,



METODOS DE EXTRACCION

A continuacibn se presentan algunos de los métodos de ex-
-traccibn de. citocininas que se encuentran en la literatura, y
gue fueron analizados con el prop8sito de seleccionar el mis

viable para nuestro trabajo.

Thomas, T.H. et al?? informan la extraccifn de citoci=-
ninas a partir de col.

La muestra se extrae dos veces con etanol aBsoluto a 3°c,
se filtra y el filtrado se evapora a sequedad. El residuo se
disuelve en agua y se extrae cinco veces con hexano, eliminan-
do la fraccibén org8nica y a la acuosa se le anade un exceso de
etanol y se deja reposar toda la noche a 3°C para que precipi-
ten las protefnas y los l1fpidos, Nuevamente se filtra, el fil-
trado se evapora a sequedad y se le afiade agua. Se deja agitan
do la solucién con polivinil pirrolidona (PVP) toda la noche,
al cabo de la cual la solucién se filtra y se ajusta el pH a
6.4, extrayéndose con butanol saturado de agua. Los extractos
de butanol se evaporan a seguedad, se disuelve en poco etanol y

se pasa a través de una columna de PVP/Cas0, eluyéndose con me
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tanol al 70%. Lo elufdo se analiza .por HPLC,

Horgan, R.?% informa la extraccién de citocininas a
partir de material de planta.

El tejido de la planta se congela en nitrégeno lfquido y
se le agrega gota a gota una mezcla de metanol—cloroformo-éc;
dq £6rmico (12:5:3 v/v) enfriando»a =-20°C. La solucibén se deja
reposar por espacio de 24 hr, a -20°C, después de este tiempo
se homogenliza y centrifuga a 2000 x g, Posteriormente se ex-
trae con metanol-&cido f6rmico—ggua (60:40:1 v/v) por 1 hr. a
~20°C, se centrifuga y los sobrenadantes se combinan para eva-
pbrarlos a presifén reducida. El residuo se analiza por métodos

cromatogrdficos.

Andersen, R.A. and Kemp, T.R,?* informan la extracci6n
de citocininas a partir de extractos de plantas.

La muestra se homogeniza en etanol, se centrifuga y el r¢
siduo se desecha, A la solucibn sobrenadante se le ajustz el
pH a 9 con NaCH 0.1 M, se extrae cuatro veces con butanol satu
rado de agua, y estos extractos se liofilizan. El material s6~-
lido obtenido se disuelve en metanocl-agua, haciendo pasar estf
solucibén a través de una columna sephadex LH-20. Las fraccio-

nes colectadas se analizan por HPIC.
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Tegelman, A.J.'? informa la extraccifn de citocininas

a partir de mafz,
Las semillas se homogenizan con metanocl al 80% por 24 hr,
a 4°C, La solucifn se filtra a través de una capa de celita y
esta se lava con metanol, El filtrado se concentra allvacro a
40°C y se ajusta a pH=3.5, se le afiade PVP y se deja agitando
toda la noche a 4°C. La solucién se filtra, se ajusta el pH a
8.5 vy se extrae con butanol, Todas las fracciones butandlicas
se evaporan a sequedad a 40°C, al residuo se le agrega etanol
al 50% y se aplica sobre una columna de duolita CS~101 (pH=5),

se lava con agua de pH=1li y se eluye con NH,OH 1 N en etanol

4
al 70%. Las fracciones obtenidas se evaporan a sequedad y se

analizan por biocensayo,

Taylor, J.S8. and Simpson, G.M.?* informan la extrac-

cién de citocininas a partir de semillas de avena.

Las semillas se homogenizan y se extraen con metanol al
80% por 36 hr. a 4°C. El residuo de la semilla se elimina y
los extractos de metanol se ajustan a pH=8, centrifugfndose
por 4 hr., Al sobrenadante se le ajusta el pH=3 y se pasa a
trav8s de una columna de fosfato de celulosa. las fracciones
obtenidas se les ajusta el pH=7 y se extraen con butanol satu-

rado de agua, analiz&ndose por mé&todos cromatogrificos.



vizdrovd, G. and Voz&r, I.!* iInforman la extracci8n de
citocininas a partir de granos de cebada y trigo,

Las semillas se muelen y se extraen con etanol al 76%, el
extracto se filtra y el filtrado se evapora casi a sequedad al
vacio, E1l residuo se diluye con agua destilada y se acidula a
pH=3 con HC1l 0.1 M, y se extrae tres veces con éter etfilico
por 4 hr. A la fase acuosa se le ajusta el valor de pH=7.8 con
NH4OH 0.1 My se extrae con butanol tres veces por 8 hr, Todas
las fracciones de butanol se evaporan a sequedad y el residuo
se disuelve en HCl 0,1 M, purificAndose con una columna Dowex
50 y se eluye con NH40H 0.1 M. Las fracciones recuperadas se

evaporan a seguedad, el residuo obtenido sc disuelve en etanol

al 96% y se usa para andlisis cromatogrificos.

Nishinari, N. and Syono, K.®® informan la extraccién
de citocininas a partir de callo de tabaco.

El tabaco se inocula en un medio de cultivo adecuado, las
células se colectan por filtracifn y se homogenizan con etanol
al 80% en un mortero frfo, el homoqeﬁizado se centrifuga a
10,000 x g a 4°C por 20 min. El precipitado se disuelve y se
extrae con etanol al 80% por 1 hr. enfriando, despufs se cen-

trifuya a 10,000 ¥ ¢ a 4°C por 20 min, Todos los extractos de

etanol se concentran'al vacifo a 40°C, despuds la muestra se at

suelve en agua y se'ajusta a pH=3 con HC1l 1 N y Be extrae tres
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veces con n-hexano., La fase acuosa residual se ajusta a pH=8
con NaOH 1 N y se extrae tres veces con n-butanol saturado de
agua. Todos los extractos de n-~butanol se combinan y se concen
tran a sequedad al vacfo a 40°C. El residuo se disuelve en me-
tanol al 80% y se hace andlisis por cromatograffa en capa fina
(CCF}, separando cada fraccidn'para determinar su actividad.
biolégica por bioenséyo de callo de tabaco, o por HPLC. La fa-

se acuosa se hidroliza con fosfatasa alcalina (mucosa intesti-
. nal de becerro} a 37°C por 3 hr. Después de este tratanilento
se extrae tres veces con n-butanol saturado de agua, todos los
extractos de n-butanol se concentran al vacfo a 40°C. El resi-
duo se disuelve en metanol ai 80% y se hace andlisis por CCF o
por HPLC.

Segin Nishinari y Syono el método de extraccifn separa
las citocininas libres, que se extraen con n-butanol, de las
citocininas conjugadas, que quedan disueltas en el agua. Des-
pués de una hidr6lisis con fosfatasa alcalina, las citocininas

conjugadas quedan libres y pueden extraerse con n-butanol.
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PARTE BXPERIMENTAL

Todos los xeactivos son R.A. y Se usaron sin una previa
purificaci6n, excepto la piridina que se destil6 sobre hidrfxi
do de potasio recogiéndose la fraccin que hierve a 94°C,

El est&ndar de zeatina (isfmero trars}) es de Sigma Chemi-
cal Campany.

' Las semillas de mafz (Zea mays) H~-32 y chalquefio fueron
donadas por la Dra. Estela Sfnchez del departaments de Bioquf-
‘mica Vegetal.

'E1 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (HMDS), trimetilcloro-
silano (TMCS) y bis(trimetilsilil)trifluorocacetamida (BSTFA),
reactivos especfficos para hacer derivados silflados para cro-
matograffa de gases, son de Aldrich Company,

Las centrifugaciones se hicieron en una centrffuga clini-
ca.

Para el an8lisis de las muestras se us8:

al Un cromatdgrafo de lfgquidos marca Waters Assoc., con
una bomba de alta presién 6000 A, un inyector universal U6K,
un modulo de compresisn radial RCM-100, columna radial pak de

octadecilsilano con tamaifio de partfcula de 5 uym y un espectro-
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fot6metro UV-VIS marca Perkin-Elmer modelo LC-55.

Condiciones experimentales: fase mévil MeOH—HZO 70:30 v/v,
flujo 1.5 ml/min., atenuacidn 3, velocidad de la carta
5 in/min., longitud de onda 254 nm, volumen por inyeccifn
25 ul.

b) Un cromatdgrafo de gases marca Perkin-Elmer, modelo
3920, con detector de ionizaci6n de flama.

Condiciones experimentales: columna 3% OV-17, gas acarrea
dor: nitrégeno a 30 ml/min., programado de 200 a 270°C, 8°/min.,
atenuacién 3, velocidad de la carta 5 in/min., volumen por in-
yeccién 1 ul,

c) Un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrémetro
de masas CG5988A.

Condiciones experimentales: columna capilar de metil-~fe
nil-silic6n (25 m X 0.25 mm D.I.), programado de 200 a 260°C,
5°/min.

Extraccién de citocininas.

La extraccién de citocininas a partir de mafz se hizo con
granos de elote y semillas de los genotipos H-32 y chalquefio.
Adem&s, de ambos genotipos de semillas se separ$ manualmente
el embrifn completo y también el eje embrionario y el escutelo,
A cada una de estfs partes se les hizo la misma determinacién.

Antes de iniciar la extraccifn, las muestras se muelen

perfectamente, la semilla completa con un molino manual; los
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granos de elote; el embrién completo y el escutelo con una i~

cuadora; y el eje embrionario con un morterc, La metodologia

éeguida es la siguiente:
10 g de muestra se homogenizan con 30 ml
de etanol al 80%, enfriando exteriormente
con un bafio de hielo-sal. El homogenizado

..8e centrifuga a la midxima velocidad por

espacic de 20 min. a temperatura ambiente.
El residuo se suspende en 20 hl de etanol
al 80% y se deja agitando en un bafo de
hielo-sal 20 min. El extracto se vuelve a
centrifugar en las mismas condiciones ya
mencionadas. Todos los extractos de eta-
nol se concentran casi a sequedad a 25 mm
Hg y 40°C. El residuo se diluye con agua
hasta un volumen de 15 a 20 ml y se acidu
la a pH=3 con HC1l 1 N, extrayé&ndose tres
veces con fracciones de 10 ml cada una de
n-hexano. La fase acuosa residual se ajus
ta a pH=8 con NaOH 1 N y se extrae tres
‘veces con fracciones de 10 ml cada una de
butanol saturado de agua. Todos los extrac
coé’bptanﬁlicos se concentran a sequedad

a5 mm Hg y 40°C.
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AnSlisis por ﬁfLC.

El residuo final de la extraccidén, se disuelve en la can-
tidad suficiente de metanol grado espectroscépico, se filtra y
el filtrado se analiza en el cromatégrafo de 1fquidos. La res-
puesta de separacién de los componentes de la muestra se obtie
ne a través de un registrador en forma de un cromatograma ca-

racterfstico de la muestra:

2.88
3,75

1.95

Semilla

Andlisis por CG-EM,

Para analizar la muestra por este método, lo primero es
hacer un derivado volitil sililado, yue se prepara disolviendo
la muestra en piridina seca y aRadiendo los reactivos sililan-
tes HMDS~TMCS 2:1. Se toma una muestra del lfquido obtenido
que se inyecta al cromatbégrafo de gases y de cada pico regis-

trado en el cromatoqrama se obtiene su ecspectro de masas*?
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como puede verse a partir de lo presentado'en el caoftulo

de antecedentes, los métodos de anflisis descritos para las fl

“'tohormonas son muy variados, y de estos se eligieron aquellos
que ofrecfan resultados cuantitativos y mayor velocidad de ang
lisis. Por otra parte los métodos de extraccibn de citocininas
revisados, muestran cierta afinidad entre sf, la mayorfa de
ellos se lleva a cabo en muchos pasos, mucho tiempo y adem&s
algunos usan material no disponible por nosotros para llevar-
los a cabo., Es por todo esto que el método considerado como el
mis adecuado para la extraccién de citocininas a partir de
mafz, en nuestro laboratorio, es el propuesto por Nishinari y
Syono”, que se adapt6 de la siquiente manera:
- Las semillas se muelen en presencia de un

medio alcoh6lico-acuoso (80:20 v/v), de-

48ndose en extraccién dos veces por 20

min. Las fracciones alcoh8licas se recupe

ran por centrifugacifn, eliminando el re-

siduo de la semilla, y se concentran al

vacfo. El residuo de la evaporacién se re
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suspende en agua, para acidular y extraer
con un disolvente orgénico, como hexano,
con objeto de eliminar los compuestos &ci
dos y los neutros solubles en el disolven
te. Despuds de las extraccifones con hexa-
no, la solucién acuosa se ajusta a pH bé-
sico, para la extraccién de las citocini-
nas con butanol, que posteriormente sé
evapora a sequedad, El residuo final pue-
de o no purificarse por cromatograffa de
intercambio iénico, para su anflisis de
tdentificacifn y cuantificacién éor HPLC
o CGrEM.

Para probar y optimizar el método de extraccibn y el de
anflisis por HPLC para las citocininas, se trabaj6 inicialmen-
te con elote., En las figuras la a 1d se presentan los cromato-
gramas tfpicos de un estfndar de zeatina y de una muestra de
elote, usando diferentes proporciones de metanol y agua en la

fase moévil.
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Estindar de t-zeatina de concentracién 2.36 X 10-5 M.

Fase m6vil MeOH-H,0 30:70 v/v

o~
«
<
™
mm
M
.M
(3]
Fig. la Fig. 1b
Esté&ndar t-zeatina Elote
tR {min) Conc. (%) ‘ tR {min}) Conc. (%)
4,47 81.0301 2.33 25,5260
3.33 15.6868

4.19 57.9352
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Fase mévil MeOH-Hzo 70:30 v/v

-«
w

.
o~

3.00

Fig. 1c Pig. 1d
Estdndar t-zeatina - Elote

ty (min) Conc. (%) te (min) ‘Conc; (%)

3.00 98.1561 1.85 6.4638

2,22 34.3532

2.64 57.1907

Comparando los dos cromatogramas correspondientes a la
muestra de elote, puede observarse la aparicifn de tres picos,
de los cuales el de tiempo de retencifn de 4.19 min, (Fig. 1b)
y 2.64 min, (Fig. 1d) corresponden a la zeatina, Este experi-

mento se repiti8 varias veces encontrdndose en cada caso resul




tados lguales.

Una vez probadas las condiciones adecuadas para el ‘anili-
~ 8is de las muestras, se aplicS a genotipos de mafz H-32 y chal
quefio. Sin embargo en el transcurso del trabajo experimental
se presentaron varios problemas gque hicieron dfficil que los
resultados dbtenidoé pudieran reproducirée fegularﬁente.

Por una parte solo se contaba con estdndar de una sola ci
tocinina, la zeatina (is6mero trans}), de la que ademis se te-
nfa muy poca cantidad, lo que impedfa usar estdndar en cada
uno de los experimentos de extraccibn y anilisis, por lo que
fue necesario usar los da&os de tiempo de retencidn del est&n-
dar de los experimentos anteriores.

Aln en estfs condiciones, se trabaj8 primero con el geno-
tipo de mafiz H-32, y como habfa interés en saber en que parte
de la semilla se encontraban las citocininas, se separf manual
mente el embrifn de un lote de 10 g de semilla. Se hizo una ex
tracci6n de dichos embriones paralela a la de otro lote simi-
lar de semilla completa, Ambas muestras se analizaron por HPIC
obteniéndose cromatogramas muy semejantes, los resultados se

muestran en las figuras 2a y.2b.
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Muestra Peso (g) Extracto (qg)

-H=32
" semilla 9.8664 0.0119
_embridn lo obtenido de 0.0124

10 g de semilla

. Fase m6vil MeOH~H.O 70:30 v/v

2
w
o~ bt
Q ~
o~
Fig. 2a Fig. 2b
Semilla Embrién
tR (min) Conc. (%) tR (min} Conc. (8)
1.74 8,5913 1.70 3.4551
2.37 31,4189 2.21 23.2493
2.92 46,9603 2.68 62.8320

3.61 13,0295 ' 3.64 10.4636
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En el caso de semilla seca fue necesario cambiar las pro-
porciones de la fase mévil metanol-aqua, ya que si se usaba la
misma mezcla que en el caso de elote, se tenfan problemas con
la bomba del cromatdégrafo.

En el cromatograma el pico que presenta un tiempo de re-
tenci6n de 2.92 min., en la semilla (Fig., 2a) y de 2.68 min. en
el embrién.(Fig. 2b}), se consideraron correspondientes a la
zeatina, por correlacifn con el est&ndar {tiempo de retencifn
dé 3,00 nmin,, Fig, 1c). De estos resultados se puede concluir
que las citocininas se encuentran concentradas en el embrién
de la semilla, ya que las ‘cantidades obtenidas de 9.8664 g de
semilla completa son muy semejantes a las obtenidas de los em-~
briones gseparados de 10 g de semilla, como puede verse en los
datns de las figuras 2a y 2b.

Sabiendo que las citocininas se encuentran en el embrifn,
pexo que este estd constitufdo por dos partes: eje embrionario
y escutelo, faltarfa saber si las citocininas se encuentran
distribufdas en ambas partes o tan solo en una de ellas. Para
contestar a est# pregunta se procedi8 a separar ambas partes
del embri6n, haciéndose la extraccién por separado del eje em~-
brionario y del escutelo, paralelamente a la exéraccién de se-
ﬁilla completa para poder comparar,

En este experimento se uso estdndar de zeatina para enri~

quecer las muestras en el momento de inyectarlas al cromatGgrg
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fo de lfquidos. Los resultados obtenidos se presentan en la fi

guras 3Ja a 3g.

Esténdar de t-zeatina de concentracién 1.3041 X 10™> M.

Muestra Peso (g) Extracto (g}
H=32
gsemilla 10,0049 0.0125

_eje embrionario = 0.2554 )1lo obtenido  0.0057 - . .

escutelo 2.4430 {de 10 g ge 0.0165

semilla

Fage mbvil MeOH-H20 70:30 v/v

o
>
© )
-] ™
.0 o
o~ .
. o~
™
wn
* ~
. o
L) .
N
Fig. 3a Pig. 3b
Semilia Semilla enriquecida
tp (min) Conc. (%) ) tp (min) Conc. (%)
1.95 8.7815 2.07 13.0842
2.88 66.5418 ' . 2,93 42,9386

3.75 21.2661 3.80 42,1528



Fase m&vil MeOH-H

0 70:30 v/v

bl
T4
©

2

(3]
.
m
i

Fig. 3c ‘
Eje embrionario Eje embrionario enriquecido
tR’(min) Conc, (%) te (min) Conc. (%)
2,01 2,8227 2.04 3.8530
2,77 4,0735 2.74 2.5236
3.06 6.1000 3.06 2.6982

3.53 87,0037 - 3,51 90,2953



Fase mévil MeOH-H

20 70330 v/v

[=]
oW
i o
) » ¢}
»
-l
Fig., 3e Fig., 3f
Escutelo Escutelo enriquecido
tp {min) Conc, (%) tp {min) Conc. (%)
1.99 22.1107 2,13 11.6229
2.72 30.0891 E 2.83 19.0078
3.10 26.9553 " 3.2 13,0481
3.60 18,5509 3.59 55.9173
Fig. 3g
Esténdar t-zeatina
eR (min) conc. (%)

3.54 99.5027
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Los cromatogramas obtenidos en este experimento, muestran
el mismo tipo de patrén que el obtenido en la figura 2a y 2b,
aunque los tiempos de retenci6n son diferentes.

En este caso el estindar muestra un tiempo de retencién

de 3.54 min. (Fig. 3g) en contraste con el de 3.00 min. de la

figura lc. Sin embargo al enriquecer con el est&ndar las mues-

tras de semilla (Fig, 3b), eje embrionario (Fig. 34) y escute-
lo (Fig. 3f) crece el pico que desde un principio se crefa era
la zeatina (3.50 a 3.60 min.),

Por los resultados obtenidos se concluye que cerca de un
85% de las citocininas presentes en el embrién se encuentran
concentradas en el eje embricnario y el restante 158 en el es-
cutelo,

Aunque es de llamar la atencidn que los tiempos de reten-
ci8n del est&ndar y de los extractos sean diferentes a los pre
sentados en la figura 2a y 2b, se considera como un fenfmeno
comdn en cromatograffa,

Con el objeto de corroborar los resultados anteriores se
repiti8 el experimento. Los resultados obtenidos se preséntan

en las figuras 4a a 4c,
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Estdpdar de t-zeatina de concentraci6n 2.4620 X 104 m.
”

Muestra Peso (g) Extracto (g)
H-32
semilla 9,917 0,0320

eje embrionario 0.3398 [lo obtenido 0,0088
escutelo 2,4008 pde 10 g de 0.0115
semilla

Fase mévil MeOH-Hzo 70:30 v/v

<
-
o
n
5
L
O
: ™
-
W
-m
o
Pig., 4a Fig. 4b
Semtlla Semilla enriquecida
te (min) Conc. (%) te (min) Conc. (%)
1,58 17.8455 1.51 12.8189
2,14 49.2466 2.16 32.9888
2,64 32,7454 2.64 16.3075

3.13 37.4941



‘Fase mévil MeOH-H20 70:30 v/v

3.26

Fig. 4c

Estindar t-zeatina

tR (min) Conc. (%)

3.26 96.4656

En este caso se uso estfndar y se enriquecieron las mues-
tras en el momento de inyectarlas al cromat8grafo de liquidos,
para su anflisis. Sorpresivamente en este caso la muestra enri
quecida presenta un pico adicional con tiempo de retencién de
3.13 min. (Fig. 4b) que no aparece en la muestra sin enrique-
cer (Fig, 4a).

Ante este resultado inesperado se decidif hacer la extrac
cidén en éenotipo de mafz chalquefio, para esclarecer si la au-
sencia de zeatina en H-32 ge debfa a que la cantidad en gue se

encontraba en la semilla era muy pequefia y no se podfa detec-
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tar o tal vez a errores en el mé8todo de extraccién,

vSe procedi8 entonces a hacer extracciones en gsemilla com—
pleta, eje embrionario y escutelo de mafz chalquefio. Los resul
tados obtenidos se presentan en las figuras 5a y 5b.

Estfndar de t-zeatina de concentracién 2.4620 X 10”9 M.

Muestra Peso (g) Extracto (g)
Chalquefio
semilla 10.0397 0.0175

eje embrionario 0,0808 ]lo obtenido 0.0081
escutelo 0,6327 }de 10 g de 0.0183 .

semilla
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Fase m8vil MeOH-H,0 70:30 v/v

2
N
™~
v o
o
~
-
(2]
~
IS
"
1 * r~m
(12 ™N .
"
m [0
7] w
-
Fig. Sa Fig. 5b
Semilla Semilla enriquecida
tr (min) Conc, (%) tR (min) Conc. (%)
1.63 2,5955 1.68 2.5090
2,21 25.0231 2,24 23,6055
2.66 64.5175 2,72 58,3874
3.15 7.8639 3,27 6,6255

3.55 8,7844
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Las muestras se enriquecieron en &l momento de inyectar-
las al cromatégrafo de lfgquidos, apareciendo un pico con tiem—
po de retencién de 3.55 min. (Fig. 5b) que no aparece en la
muestra sin enriquecer (Fig. 5a). Concluyéndose que en este ge
notipo de mafz no se detecta zeatina con la metodologfa segui-
da. ‘

“El experimento se repite, obteniéndose resultados simila-

res que se presentan en las figuras 6a a 6c,

Est8ndar de t-zeatina de concentracién 1,3100 X 10-3 M.
Muestra Peso (g) Extracto (g)
Chalquefio 10.1141 0.0167

Fase mévil MeOH-H,0 70:30 v/v
[+2]

2.84
8

™~
™

.
o~

Fig. 6a Fig. 6b
Semilla Semilla enriquecida
tg (min) Conc. (%) tg (min) Conc. (%)
1.67 2.7170 1.78 3.0541
2.37 48.1404 2.44 40.6372
2,84 40,9810 2,88 35,9133
3.47 8.0659 3.55 6.4360

3.81 13.8770



" Fase m8vil MeOH—Hzo 70:30 v/v

3.83

k\f-"“*\\

Fig. 6c¢c
Estdndar t-zeatina
tR (min) Conc. (%)
3,83 97,1364

En este caso el tiempo de retencifin del estdndar de zeatl
na es de 3.83 min., (Fig., 6¢).

Puede observarse que el patrén del cromatograma es el mis
mo que se muestra en la figura 5a y 5b, con la diferencia de
qﬁe ahora el tiempo de retencibn de la muestra enriquecida, al
inyectarla al cromatégrafo de lfquidos, es de 3,8l min. (Fig.

6b) ¥y que nuevamente &ste no aparece en la muestra sin enrique
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cer (Fig. 6a).

Como los resultados obtenidos con el mafz chalquefio eran
idénticos a los obtenidos con mafz H-32, se pens8 en un posi-
blé error en el método de extraccibn, por lo que se procedib a
revisar de nueva cuenta la literatura para comparar nuestro mé
todo con otros ya conocidos. Ademds se revisé también con cui-
dado la pureza de reactivos y disolventes. De estf revisién
surgi8 la idea de probar las siguientes modificaciones al mé&-
todo de extraccidn??:??,3%, haciendo en cada caso la extrac-
cidn completa y analizando los extractos por HPLC, con el fin
de verificar la presencia o ausencia de la sefial correspondien
te a la zeatina en los extractos de mafz, Las modificaciones
se hicieron en muestras de elote,

Asf, la primera modificacién al método consistib en evapo
rar los extractos etanflicos a sequedad, a diferencia de como
normalmente se hacia, evaporando solo el etanol y dejando el
residuo acuoso antes de acidular,

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 5.

Muestra Peso (g) Extracto {(g)
Elote 9,8162 0.0621



Fase mdvil MeOH-H,0 70:30 v/v

o
™

.
o~

1.64

Fig. 7

Elote
tp (min) Conc. (%)
1.64 13,9348
2,30 85.1878

Como puede verse en la figura 7 tampoco aparece la sefial
correspondiente a la zeatina,

La segunda modificacién al método, consistid en evaporar
los extractos etanBlicos a la mitad de su volumen inicial. Los
resultados obtenidos se presentan en la figura 8.

Muestra Peso (q) Extracto (g)
Elote 9.9588 0.1065
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Fase mévil MeOH-HZO 70:30 v/v

o
o
-
™
n
Fig. 8
Elote
tp (min) Cone, (%)
1,74 48,6734
2.02 50.7172
5.31 0.5593

En la figura 8 puede verse que tampoco aparece la sgefial

de zeatina, pero si una nueva sefial de tiempo de retencién de

-
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5.31 min,

. La tercera modificacibn consiste en hacer solo tres lava-
dos con hexano, en lugar de lavar cuantas veces fuera necesa-
rio para obtener Uné fase acuosa libre de residuos, como tradi
cionalmente se hacia. Los resultados obtenidos se presentan en
la figura 9.

Muestra Peso (g} ; Extracto (g)
Elote 10.1109 0.1205

Fase mévil MeOH-HZO 70:30 v/v

—=m 2_40

1.67

~
[}
LNV-\

Fig, 9

Elote
ta (min) Conc. (%)
1.67 13,9543
2.40 84.1438

2.97 1.9020
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En la figura 9 se observa que la zeatina no est& presente.
Paraleiamente a estds tres modificaciones, se llev8 a ca=-
bo una extracci6n de la manera en que normalmente se hacia, a

manera de blanco, Los resultados obtenidos se presentan en la

figura 10, '
Muestra Peso (g) Extracto (g)
Elote 9.9436 0.1291

Fase m8vil MeOH~H,0 70:30 v/v

2

Fig. 10

Elote
tp (minj Conc. (%]
1.57 4,7262
1.73 9.0250
2,18 32.8207

2,46 52.9295



La figura 10 tampoco presenta la sefial correspondiente a
la zeatina.

Con estos resultados obtenidos, tanto de las modificacio-
nes como del mé&todo tradicional, se pensd gue probablemente el
método de extraccién no era el correcto, por lo cuil se deci-
di6 probar un nuevo métodé, el propuesto por Vizérovd, G. y Vo
z8r, I.’%, que ya se ha descrito y que se adapts de la siguien
te manera:

Los granos de mafz se muelen y se extraen
dos veces, con etanol al 76% por 20 min.
Los extractos se centrifugan y el sobrena
dante se evapora a sequedad al vacIoL.El

. residuo se disuelve en agua y se acidula
con HCl 0.1 M a pH=3, la solucifn se ex-
trae tres veces con 10 ml de éter etflico
cada vez. A la fase acuosa se le ajusta
el pH a 8 con NH40H 0.1 My se extrae
tres veces con 10 ml de butanol cada vez.
Todas las fracciones butanblicas se cowbhi
nan y se evaporan a sequedad a 25 mm Hg y
40°C. El residuo final se disuelve en me-
tanol, se filtra y el filtrado se anallza
por HPLC,

El siguiente experimento se realiz6 con el fin de probar
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el método de Viz&rovd y Vozdr, usando elote coﬁo muestra de ex
traceibn.

Con objeto de probar si el mdtodo realmente extrafa la
zeatina presente en el elote, se agregl estdndar de zeatina a
las muestras antes de iniclar la extraccidn, haciendo paralela
mente la extraccibn de una muegtra sin zeatina. Ademés lés
muestras se enriquecieron con esténdar en el momento de inyec-
tarlas al cromatSgrafo de lfquidos (CL). Los resultados obteni

dos se presentan en las figuras lla a lle,

Estdndar de t-zeatina de concentracién 7,3871 X 10°4 m.
, Muestra pPeso (g} Estdndar adicionado (ug)
1. Elote 10.0356 —
2. Elote '9.9648 . . 0.03239

3. Elote 10.0212 0.08099
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Fase mévil MeOH—Hzo 70:30 v/v .

Muestra No., 1

e
~

.
o~

2.35

1.67

[-Fig. 1lia Fig. 11b

Elote Elote enriquecido al

inyectarlo al CL.

tR {min) Conc. (%) tR {min) Conc. (%)
1.67 14,3344 1,62 7.2972
2,35 63,3149 2.35 31.8551

2.78 22.0904 2.74 55.6894
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Fase m8vil MeOH-H,0 70:30 v/v

2

Muestra No. 3

2.34

1.65

Fig, lic Fig. 11d
Elote con 0,08099 yig de Elote con 0.08099 yug de
estindar adicionado an- esténdar, y enriquecidé
teg de iniclar la ex-~ al inyectarlo al CL.
tracci8n,
ty (min) Conc, (%)} tp (min) Conc. (%)
1.65 12,0821 1.62 9,3461
2.34 58.6894 2,35 39.5078

2,70 26.2240 2.76 49,6087



Fase mfvil MeOH-HZO 70:30 v/v

2.81

Fig. lle
Estédndar t-zeatina
£R (min) Conc. (%)
2.81 96,4920

En esti ocasibn el tiempo de retencifn del esténdar de
zeatina es de 2,81 min, (Fig. lle). La figura 1la muestra el
extracto de elote sin enriquecer que presenta un pequeiio pico
con tiempo de retencifn de 2.78 min., que puede considerarse
debido a la zeatina, Para corroborar esto, la misma muestra se
enriquece con el estindar al inyectarla al cromat6grafo de 1f-
quidos (CL) y se observa en la figura 11b que el pico que apa-
rece con un tiempo de retencifn de 2,74 min. es mayor que en

la figura lla, lo que nos permite concluir que la zeatina est§
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presente en el elote y que corresponde a este pico.

La figura 1llc representa el extracto de una muestra de
elote a la que se le agreg8 0.08099 pg de zcatina antes de ini
clar la extraccifn. Ea este caso la sefial con tlempo de reten-
ci6n de 2.70 min., asignada a zeatina, fue ligeramente mayor
que la que presenta la muestra sin enriquecer (Fig, 1lla). La
figura 114 corresponde a una muestra de elote enriquecida con
0.08099 jg de zeatina antes de iniciar la extraccifn, a la que
adends se le agreg8 estfndar de zeatina antes de inyectarla al
cromat8grafo de lfquidos (CLl. Cono puede verse la sefial que
aparece con un tiempo de retencién de 2,76 min., es mayor que
la correspondiente seilal de la figura llc.

Los experinentos descritos arriba también se 1levaron a
cabo con el m&todo de extraccién de Nishinari y Syono®®, obte-
niéndose los mismos resultados.

De lo anterior puede concluirse que la zeatina est8 pre-
sente en el elote en cantidad suficiente para ser extrafda y
detectada con la metodologfa seguida. Aungue lo ideal serfa
contar con un estindar de zeatina radioactiva para poder deter
minar la recuperacidn del método, sin embargo, por los resulta
dos cobtenidos, se observa gque cuando la zeatina ests8 presente
est8 puede extraerse y cuantificarse,

Con los resultados anteriores queda probado que el m&todo

de extracciSn de Nishinari y Syono, extrae las citocininas pre
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sentes en la muestra por lo que la fuente de errof debfa de es
tar en otro punto.

Una vez seguros de que log métodos de extraccién no pre=-
séntaban fuente de error, se procedif nuevamente a hacer ex-
tracciones en mafz chalquefio con ambos métodos: el propuesto

por Nishinari y Syono, y el propuesto por Vizirovd y Vozdir.
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Los resultados obtenidos se presentan en las figuras 12a a 12h.

EstSndar de t-zeatina de concentracién 9.3940 x 10”7 m,
M&todo Muestra Peso (g) Extracto (g) -
Nishinari chalquefio 10,0366 0.0162

vizdrovs chalquefio 10.0132 : 0.0149



Fase mévil MeOH-Hzo 70:30 v/v

o

2]
~
wny
- "
N
hd
bt
-
Fig. 12a Fig. 12b
Semilla ’ Semilla enriguecida
Método de Nishinari
te (min} Conc. (%) tn (min) Conc. (%)
1.64 6.9741 1.64 7.2176
2,55 91,9413 2.15 19,5591
2,55 28,3224

2,82 44,3188
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Fig. 12c

tR (min)
1.68
2,20
2.54

Semilla

Co

5
3

Fase mdvil MeOH~H,0 70:30 v/v

~
-
o

Fig. 124
Semilla enriquecida
Método de Vizirova
nc, (%) tp (min) Conc, (%)
7.4579 1.74 5.7621
7.3616 2,17 49.3711
4,9663 2.53 18.4463

2.76 26,2517
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Fase mbvil MeOH—HZO 70:30 v/v

m
(3]
. o~
~N [22]
[+
1l
(3 1 Lol
i .
o~
Fig. 12e Fig. 12f
Elote . Elote enriquecido
ta (min) Conc. (%) te (min) Conc. (%)
1.78 19.8013 1,79 19.1183
2.33 62.6447 2.32 50.2657
2.78 17,5540 % 2.84 30.5439
o~
Fig. 12g

Estindar t-zeatina
te {min) Conc. (%)
2.84 99,0451



78

Pase mévil MeOH-H20 50:50 v/v

o
[+

. .
Lyt

Fig, 12h
Estdndar t-zeatina
tp (min) Cone, (%)
3.8a 98.8849

El tiempo de retencifn del estdndar de zeatina en este ca

so es de 2.84 min, con fase mévil MeOH-H, O 70:30 v/v (Fig. 12g)

2
y de 3.80 min. con fase mfvil MeOH-HZO 50:50 v/v (Fig. 12h).
Las muestras se enriquecen en el momento de inyectarlas
al cromat8grafo de lfquidos (CL).
La figura 12a representa el cromatograma de un extracto

de mafz chalquefio por el método de Nishinari, sin enriquecer,
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mostrando un dltimo pico con tiempo de retencf%nkde 2.55 min.,
muy distante del tiempo de retencisn del est&ndar. La figura
12b representa la misma muestra, solo que enriquecida, mostran
do un pico adicional de tiempo de retencién de 2.82 min. que
no aparece en la figura 12a. Ambas muestras se analizaron por
HPLC con fase mévil MeOH~H,0 70:30 v/v.

El eitracto de la figura 1l2c se realiz6 por el método de
viz4rova, sin enriquecer la muestra. Presenta tres picos, de
los cuales ninguno corresponde al tiempo de retencifn del es-
t4ndar. Al enrigquecer esta misma muestra, aparece el pico adi-
cional del estdndar, con un tiempo de retenci8n de 2,76 min.
como se observa en la figura 124. Al igual que los experimen-
tos anteriores se uso fase m6vil MeOH-H20 70:30 v/v.

Se modificaron las condiciones de la fase m6vil a MeOH-
Hzo 50:50 v/v, logr&ndose tan solo una mejor separacifén de los
picos, pero al enriquecer las muestras siempre aparecif el pi--
co adicional del estdndar con un tiempo de retenci6n de 3,69
min,

Ante estos resultados obtenidos, en los que al parecer no
se identificaba a la zeatina en las muestras de mafz, sc proce
di6 a inyectar al c}omatﬁgrafo de lfquidos una muestra de elo-
te, de experimentos anteriores, que se tenfa refrigerada. Usan

dose la misma fase m6vil de MeOH-H,0 70:30 v/v. La figura 1l2e

2

es de la muestra de elote sin enriquecer, mostrando un tercer
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pico con tiempo de retencién de 2.78 min., que al enriquecer
estd misma muestra, figura 12f£, ese mismo pico fue mayor, te-
niendo un tiempo de retencién de 2.84 min. Para corroborar que
en realidad este tercer pico correspondfa a la zeatina, se mo=-
dific6 la fase mévil a MeOH—H20 50:50 v/v, y ese mismo pico se
gufa siendo mayor cuando la muestra habfa sido enriguecida que
cuando no se habfa enriquecido.

Con los resultados as{ obtenidos, se conclufa que en el
‘caso del mafz la zeatina no se detectaba.

El experimento se repitif bajo las mismas condiciones de
extraccién y anflisis, obteniéndose los mismos resultados va
expuestos en las figuras 12. Los resultados obtenidos se pre-
sentan en las figuras 13a y 13b.

Estindar de t-zeatina de concentracién 3.9220 X 10”2 m.

Muestra Peso (g) Extracto (g)

Chalqueifio 20,3102 0.0327



Fase mbévil MeOH-H:O 50:50 v/v

Fig. 13a
Semilla

tR (min) Conc, (%)

1.79 9.3141

2,52 23.8334

2.87 24,9499

[}
o

o
o
0

2.53

o

1.80

Fig. 13b

Semilla enriquecida

tp (min) Conc, (%)
1.80 6.5262
2,22 5.2448
2,53 13.4933
2.89 14,7273

3,46 23.0788
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En este exéerimento se usd como fase mévil MéOH-HZO 50:50
v/v. El esténdar presentd$ un tiempo de retencidn de 3.90 min,
En la figura 13a que es de muestra de mafz chalquefio sin
enriquecer, presenta solo tres picos, que al compararla con la
figura 13b que es la misma muestra solo que enriquecida con el
esténdar al inyectarla al cromatfgrafo de liquidos aparece un
nuevo pico que corresponde al est&ndar, con tiempo de reten-
ci8n de ‘3,46 min. Nuevamente nc se detecta la zeatina en mafz.
Dado los resultados anteriores se decidi8 probar otro mé-
todo de anilisis, que nos permitiera identificar y cuantificar
la zeatina en muestras de extractos de mafz, opt&ndose por 1a‘
crom&tografta de gases (CG). ’
Para realizar un anilisis por cromatograffa de gases es
necesario hacer un derivado voldtil. Este se prepara disolvien
do la muestra en 10 a 20 ul de piridina seca, agreg4ndose des-
pués una mezcla de BSTFA~TMCS 99:1 [bis(trimetilsilil)trifluo
roacetamida-trimetilclorosilancﬂ y la solucién resultante se
calienta a 60°C de 30 a 60 min.*". Con objeto de probar est§
técnica se hizo una extraccibén de mafz chalquefioc y el extracto
se trato de la manera indicada para obtener el derivado silila
do, paralelamente se& hizo el derivado del est&ndar para compa-
rar con el del extracto. Los resultados obtenidos se presentan

en las figuras 14a y 14b,
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Estdndar de t-zeatina en polvo.
Muestra Peso (g} ~ Extracto (g)

Chalquefio 20.0531 0.0315

<4 5.09

3.26
3.85
6.32

2.76

Fig., 1l4a
Semilla
ty (min) Conc. (%)
2.76 3.4398
3.26 8.5310
3.85 5.3384
5.09 77.0201 -
6.32 5.6707



Fig. 14b

Estindar t-zeatina

Los cromatogramas obtenidos no son muy alentadores, debi-
do a gque no se obtuvo un buen pico que correspondiera a la zea
tina, tanto en el extracto (Fig. 14a) como en el esténdar (Fig.
14b), por lo gue este método de sililacién se descarté.

Sin embargo, se probaron otros mé&todos de sililacibén, no

obteniendo resultados congruenteg. Otro de los métodos proba-
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dos fue el siguiente:; la muestra se disuelve en_p;ridina seca
y se le afiade una mezcla de HMDS-TMCS 2:1 (1,1,1,3,3,3~-hexame
tildisilazano-trimetilclorosilano) como reactivos sililantes*?.
Con estf té&cnica se hicieron derivados tanto de un extracto de’
mafz chalquefioc como de esténdar de zeatina en polvo. Los resul
tados obtenidos se presentan en las fiquras 15a a l5e.

Estdndar de t-zeatina en polvo.

Muestra Pgso (g) ~ Extracto (g)
Chalquefio 20,4451 0.0153
&
[ ]
Fig. 15a Fig., 15b
semilla ' Semilla enriquecida
e {min) Conc, (%) te (min) Conc. (%)
4.60 0,2846 0.57 0.4784
0.92 0.5855 0.88 0.5858
1.12 0.4351 1.08 0.4784
1,40 0.1748 1.60 78.3614
1.67 77.8618 2.95 20.0956

2,98 20,6579



nl1l.53

+g

1.02.3,°

2.88

Fig. 15¢

Semilla enriquecida

t:R (minj

0.51
0.82
1,02
1.53
2,88

Cone, (%)
0.4276
0,5547
0,3814

78.7794
19.8566
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1.60

;3.01

Fig. 154

Semilla enrigquecida

t:R (min) Conc. (%)
1.60 76,3598
3.01 23.6401



Fig. 15e

Est8ndar t-zeatina

La figura 15a representa el derivado sililado de la mues-
tra del extracto de mafz chalqueifio, obteniéndose varios picos.
Para saber cufl de ellos correséondia a zeatina, se tomb una
pequefia cantidad de estl muestra y se le anadié estidndar en
polvo y mis cantidad de reactivos sililantes, obteniéndose cl
cromatograma presentado en la figura 15b, en el que no se ob-
serva el crecimiento de ningdn pico en particular, sino que
por el contrario, todos los picos disminuyeron de tamario. Supo

niendo que la cantidad de estdndar no hablfa sido suficiente,
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se aiadi8 atn mis cantidad, al igual que de reactivos sililan-
tes, figura 15c. En este caso se obtuvieron picos adn mis pe-
quefios que en la figura 15b, A la solucién que di8 el cromato~
grama de la figura 15c se le afadié mds zeatina y reactivos si
lilantes, El1 cromatograma del producto resultante presenta tan
solo dos picos pequefios, que se muestran en la figura 15d.

La figura 15e muestra el cromatograma del est&ndar silila
do, que sin embargo, como en el otro método de sililaci6n, tam
poco se obtiene una buena senal.

El enriguecer una muestra y analizarla por cromatograffa
vde gases (CG), no daba el ‘crecimiento de un pilco especifico
que correspondiera al estdndar, como sucedfa cuando la muastra
se analizaba por HPLC.

Ante estos resultados negativos, se decide regresar al mé
todo de anflisis propuesto desde un principio, HPLC y las ex-
tracciones hacerlas por los dos métodos ya descritos anterior-
mente sobre un nuevo genotipo de mafz, TL 81A haciéndose a la
par con elote, Los resultados obtenidos se presentan en las fi

guras l6a a lé6c.
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Estdndar de t-zeatina de

Mé&todo Muestra
Vizérova elote
Nishinari elote
Nishinari mafz TL 8lA
vizarovd maiz TL 81A

4

concentracifn 1.4590 X 10° " M.

Peso (g)
10.0126
20.0230
10.0198
20,0187

Fase mdvil MeOH—Hzo 70330 v/v

(-2
.o
.

[}

2.95
3.52

4.39

Fig. 16a

Elote

Extracto (g)
~0.0296
0.1541
0.0082
0.0354

Fig. 16b

Elote enriquecido

Método de Viz8&rové

tr (min} Conc. (%)
2.95 29.3217
3.52 40.7592
4.39 16.3080
5.32 6.4436

tp (miq)
2.96
3.89
4.43
5.37
6.29

Conc. (%)
20.8239
‘30.6155
6.6153
2.8266
37.7100
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. Fase m6vil MeOH-H,0 70:30 v/v

Fig., l6c

Esténdar t-zeatina

tR (min) Conec. (%)
3.98 8.1859
5.56 90,5073

En este caso el estfindar de zeatina present8 dos picos
con tiempos de retenciébn de 3,98 min. y 5.56 min. (Fig. 1l6¢c),
ante este resultado inesperado se inyecta una muestra de estén

dar de experimentos anteriores obteniéndose el mismo resultado.

Pensando en una posible descomposicibn del estindar se le hace

un espectro de masas (Fig. 17), obteniendo el dltimo pico co-
rrespondiente a M+ con un valor de 219, gque corresponde al pe-

so molecular de la zeatina, ademds picos que corresponden a
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los valores de las partes fragmentadas integrantes de la molé-
cula de zeatina‘®, Por este resultado se conclufa que el es-
téndar no se estaba descomponiendo, aunque presentara dos pi-

cos por HPLC.

EIRLE) TPECTRUN 126 RETENTION TIHE
LARGST 42 202.2,190.9 159.3, $5.9 135.2, 65.6 . 11
LAST 4 218.3, 1.8 219.3, 23.7 226.3, 3.emczza

1

100

#0)]
604
]

40

"'j“'“"""'“"sa“ 4 'WIM"”s' ;:

n

ar
PP U Yl WY Lol

Fig, 17
Estandar t-zeatina .

Espectro de masas




La figura l6a representa el extracto de elote, con la apa
ricién de cuatro picos de los cudles ninguno corresponde a zea
tina, como se observa en la figura 16b, que es la misma mues=-
tra, solo que enriquecida con zeatina al inyectarla al cromat6
grafo de lfquidos, .y en la que aparece un pico adicional con
tiempo de retenci6n de 6.29 min. que no aparece en la figura
16a. No pudiéndose detectar nuevamente la zeatina.

A este punto del desarrollo de nuestro trabajo, quedS ing
talado en la Divisién de Estudios de Posgrado un instrumento
de cromatograffa de gases acoplado a un>e3pectr6metro de masas
(CG-EM) , abri&ndonos la pdéibilidad de utilizar este tipo de
técnicas que son extremadamente sensibles,

En una revisi6n hecha anteriormente a la literatura, se
encontré reportado el trabajo de MacLeod, J.K. et al** en el
que analizan derivadds sililados de citocininas por CG-EM, mos
trando ademds los espectros de masas obtenidos para dos citoci
ninas conjugadas, es decir unidas a un azficar en diferente po-
sicibn. Tomando como base 8ste trabajo se llev6 a cabo otra ex
traccibn con elote y mafz chalquefio, de &ste (iltimo en semilla
completa, eje embrionario y escutelo, usando el doble de canti
dad inicial para evitar una posible fuente de error, es decir,
‘que sea poca la cantidad de zeatina extrafda y no se alcance a
detectar.

La extraccifn de las muestras se hizo por el método de Ni
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shinari y Syono’s, y los derivados sililados con piridina seca- [}
y HMDS-TMCS (1,1,1,3,3,3~hexametildisilazano-trimetilclorosila

no)*!. Los resultados obtenidos se presentan en las figuras

18a a 18d.
Muestra Peso (g} Extracto (g)
Elote 20.0271 0.0646
Chalquefio
semilla 19,9927 ' 0.0270

eje embrionario 1.,6190 Jlo obtenido 0.0719
escutelo 11.8228 Yde 200.0744 g 0.0666

de semilla

}1Ic of wAIZ.O

7.pxsd

K. 0C3]

$.ac5

«.0uesd

9. 085

2,068 . ‘

\,
1.m::-l - 'J\“ | .\\\ ” !
| T | ——
3 18 13 131 43
Fig. 18a

Eje embrionario

* picos analizados por EM
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Scan 350 (13,401 min) of MALZ.D
EJE EMBRIONARIO
m/z abund. n/z abund. m/z abund. nl/z abund.
30.75 1 97.4% 1 150.15 1 215,18 |
32.00 1 99,8% 1 151.Q0 1 217,18 g7
41.00 ! 99.95 i 185.1% 4 218.1% 13
43,00 21105 5 156.1% 1 219,18 B
44,00 ! 101.85 i 157.00 16 220.2% !
45.230 3 103.08 34 15R.00 3 2I0.2% 1
465.90 | 194.05 3 15900 2 231.15 3
§3.20 i 105.05 3 163.00 o 233.15 !
54.95 3 109.05 2 169.00 t2 243.2% 8
S6.80 1 119,95 { 170.15% 2 2448.15 2
65.22 : Pie 35 H 171,14 2 Y O <
58.49% 2 115.95 i 7315 3 RX L AR '
53.080 1 116£.05 3 176,00 }\  248.0% !
61.05 1 117,95 15 177.15 i1 259.70 3
67.30 ! 118.05 f 181,15 2 TH8.0% 1
659.05 3 119,95 ! 1R5.00 | 271.05 A
73.05 102 107.0% 2 167.99 f 273.20 1
74.85 8 129.905 28 189.15 4 275.95 t
75.05 21 139.22 I3 1ge.o0 | 289.03 1S
76.05 t 131.05 [ 191.15 6 292.20 3
77.0% 2 132.28 3 182,15 1 291.05 |
81.05 4 132.08 7 193,28 1 352.30 |
82.03 l 134.22 ! 199,18 g 2I51..8 11
83,20 | 141.29 ' T00.18 *  3R2.1S 3
85.3% 3 145,05 4 201185 ! 6305 ]
89.05 3 H ] MR 1 AR9.08 7
91.2% 1 [E TR ! AL T IR6.25 N
Z2.49% ' 145,09 h 205,15 3 3R7.05 {
© 85,8 [ 147,19 14 R ITINE 1 437,39 1
35.35 1 | RGN L t 451,20 i

£

§7.0t ! 11,00



Scan 438 (17,518 min)
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Scan 451 (13.859 min) of MAIZ.D
EJE EMBRIDNARIO

Y43 abund. m/z abund. n/2 abund. m/z abund,
45.089 2 120,86 T §82.15 1\ 272.05 2
54.435 1 131.05 4 189015 3 27320 I
68. 45 2 133.05 7 203,15 1 289.20 9
73.08 180 142.05 1 204,156 5 290,20 2
74.85 8 143.05 4 205,15 3 291.22 1
75.85 9 143,33 3 286t H S35, 040 1
21,88 2 147.00 T 2475 [ S 3
85.05 1 148.15 ¢ 215,18 1 320.20 1
88.55 I 149.00 & 217,15 48 331.20 t
97.05 1 185,15 2 218,15 18 361.15 47
101.05 2 157.00 & 213,15 4 362.2G 15
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113.05 1179015 2 247,15 9 437.2% 1
115.@5 117108 I 284,15 2 438.40 1
116.25 1 173015 | 243.05 2 439,30 2
117.05 8 1az,02 1 247,20 , 1 45G.7e 1
119.05 1 189.15 4 287,22 I 451.3Q 6
127,35 215805 [k B (I S | 3
129.04 318115 3 271.08 3 455,56 !
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Primeramente se analiz6é la muestra del eje embrionario,
observandoge en la figura 18a la aparicidn de ocho picos por
cromatograffa de gases, de los cudles solo tres se analizaron
por espectrometrfa de masas: el de tiempo de retencién de
14.401 min. (Fig. 18b}), el de tiempo de retencifn de 17,518
min., (Fig. 18c) y el de tiempo de retencién de 18.059 min.
(Fig. 18d).

El espectrémetro de masas se programé$ hasta un valor de
masa/carga (m/c) de 500, ya que los valdres de lAs partes frag
“'mentadas de las moléculas esperadas eran menores a 8ste valor.
El andlisis por espectrometrfa de masas de los tres picos se-
leccionados, no pudo ser completo ya que sc obtenfan valores
de m/c superiores al valor programado, perc los tres espectros
de masas presentan clertas semejanzas entre sf, por lo que se
puede concluir que se trata de una serie de compuestos que con
tienen en su mol&cula una misma estructura base (adenina) y
que adem8s, por tener valores grandes de m/c, se puede suponer
éhe se encuentran unidos a un azdcar, es decir, aparentemente
las citocininas gue se extraen no son las libres sino las con-
jugadas.

Comparando los espectros de masas obtenidos (aungue incom
pletos), con los reportados por MaqLeod"“, se puede asegurar
que las citocininas extrafdas por el mééodo de Nishinari y Syo

no se encuentran unidas a un azficar, ya que se observan valo-



res corfeépondientes a las partes fragmentadas con este tipo
de molécula.

Desgraciadamente en este punto del trabajo, el instrumen-
to de CG~EM sufris un desperfecto que requerfa de mucho tiempo
para su reparacién, lo que nos impidid completar este experi-
mento y repetirlo con otras muestras. Sin embargo, los resulta
dos obtenidos parecen muy alentadores y podrfan explicar algu-
nos de los resultados contradictorios obtenidos por HPLC, ya
que 81, con el método de extraccidn usado, se extrae una mez;
cla de citocininas libres y conjugadas, dependeré en cada caso,
del tipo de carbohidrato (pentosa o hexosa) asociado a la cito
cinina, el tipo de respuesta que se obtenga en el cromatfgrafo,
haciendo que los resultados sean dfficiles de reproducir.

‘ Con la técnica de CG~EM se abre la posibilidad de poder
identificar las citocininas libres o las citocininas conjuga-
das que se encuentran en el extracto, sin necesidad de contar

con todos los est&ndares.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

-‘Se revisé ampliaménte la 1it§ratura, en lo referente a

métodos de extracclln y andlisis de citocininas.

| — El m&todo de Nishinari y Syono se adapt6 a la extrac-
‘éidn devcitocininés a pértir de ﬁaiz (elote y semilla seca).
V ~ Se compar® el contenido de citocininas en mafz de geno-
tipo H-32 tanto en semilla-completa como en el embrién. Los re
sultados indicaron que la t-zeatina se encuentra concentrada
en el embrifn,

- Se cuantificaron las citocininas en las partes integran
tes del embrifn, encontrdndose que el B5% de ellas se concen-
tra en ¢l eje embrionario y el restante 15% en el escutelo.

~ Surgieron resultados contradictorios con el método de
extraccifn seguido, por lo que se prueba otro método, el pro-
puesto por Viz&rovs y Vozdr, que al igual que con el mé&todo de
extraccibn de Nishinari y Syono, se encontr6 que la t-zeatina
solo se podfa identificar en muestras de elote, mientras que
en semilla de mafz seco no se detect§,

Se prob8 otra técnica de anflisis, la cromatograffa de

- gases (CG), para la que previamente se debfa de hacer un deri-
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va@o sililado de la muestra, no dando buenos resultédos.

-~ Se intentd el andlisis por cromatograffa de gases-espec
trometrfa de masas (CG-EM}, que permite concluir que las cito-
cininas extrafdas por el método seguido, son las conjugadas, -
por los valores grandes de masa/carga que se obtienen en los

egpectros de masas.
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