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INTRODUCCION 



Le. germinación prematura de maíz es un problema que se 

ha ido incrementando en rr.éxico en los últimos años, y que 

causa pérdidas muy importantes de este grano, especialmente 

en Puebla y Tlaxcala. 

Para conocer las causas y el mecanismo medfante el cual 

los granos de maíz ~erminan aún antes de la cosecha, y para 

sugerir aleonas soluciones ~1 problema, se formó en 1980 un 

grupo interdisciplinario de estudio de la germinación prem~ 

tura. 

Uno de los aspectos importantes del problema es el estu­

dio del papel de las hormonas de crecimiento en la germin! 

ción prematura. y en este trabajo se estudió la variación del 

contenido de ácido indolacético durante la maduración de S! 

millas de maiz de tres variedades: el maíz criollo que se 

siembra en el área que presenta m~yor incidencia del prE 

blema, la variedad H-32 que se había descrito como muy SU! 
ceptible a la germinación y la variedad H-139 que había pre 

sentado mayor resistencia. Otros aspectos del problema han 

sido estudiados en estas mismas variedades por los diferee 

tes miembros del grupo interdisciplinario. 

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo ind! 

can que en 1982 el contenido de ácido indolacético de las 

tres variedades de m~íz estudiadas cambió de una manera no¡ 

mal (1), es decir, es elev~do en estado "lechoso" y disminy 

ye drásticamente al llegar el maíz al estado "masoeo". 
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ANTECEDENTES 
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EL PROBLEMA 

En los estados de Puebla y Tlaxcala, en los ~ltimos ~ 

ños, se ha incrementado el fenómeno de germinación premat~ 

ra de semillas de 1wíz (viviparidad). En 1977 el Instituto 

Nacional de Investieaciones Agrícolas (INIA) tuvo conocimieD 

to del fenómeno a través de un g?i.Jpo de agricultores de Tl! 

camilco, Puebla, quienes llevaron mazorcas podridas con g~ 

nos rerminados, antes de su madurez fisiológica. Se localizó 

la zona donde se presirnta el fenómeno, encontrándose que 

coincide con la parte alta del volcán de la Malinche, y se 

concentra en San Antonio Tlacnmilco. En los trabajos inici! 

les se estudio la relación entre la incidencia de la vivip§ 

ridad y la variedad de ma!z. Félix y Romero (2) estudiaron 

la capacidad del hongo Fusarium moniliforme de inducir la 

germin~ción prematura, en esa.e inve·stiga.ciones se aisl6 al 

microorganismo del material vegetal y se probó su capacidad 

p11ra inducir germinación 1prematura inoculando diferentes co(! 

centraciones del hongo tanto al suelo como a elotes bajo con 

diciones de lRboratorio, invernadero y campo y no se logró 

la inducción de la ge?11linaci6n prematura. También se.inves 

tigó sobre los efectos de diferentes fuentes y niveles de ni 
trógeno sobre la viviparidad. Estos estudios, que no propor 

cionRron datos concluyentes, condujeron a una primera re~ 

nión de discusión del problema el 9 de septiembre de 1980con 

la participación de personal científico del INIA, Colegio de 

Posgraduados y UNAM; se expusieron y discutieron diversos a§ 

pectos de la germinación prematura de semillas, y pudo apJ! 

ciarse una amplia gama de posibilidades de investigaciones 

en distintas especialidades científicas que contribuirían al 
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conocimiento y eventu~lrnente a la solución del problema. Se 

acord6 que ee obtendría l!\ información que permitiese demo§ 

trar si el problema era o no causado por agentes fitopat6g~ 

nos y que debfan intensificarse las investigaciones de as 

pactos bioquímicos (enzimas, inhibidores, hormonas, etc.) y 

de índole ecológica que pudieran estar relacionados con 

la vi vi paridad • 

En el Campo Experimental del INIA en Tecarnachalco el 

g?'1pO interdisciplinario pudo observRr los distintos aspe2 

tos de la viviparidad en condiciones de campo y se consideró 

conveniente utilizar mRterial del Campo ExperimentFtl p9.ra 

los diferentes proyectos de investignción, por lo que se a 

oordó que el INIA proporcionara muestras b~jo programación 

para permitir la observación oeouencial del fenómeno en esty 

dio hast·a ls cosecha de la planta (2). 

GERlr!INACION Y LATENCIA 

la germin~ci6n 1 la latencia son dos procesos que e! 

t~n íntimamente relacionados. ta. latencia en la semilla 

termina cuando empieza la germinación. Latencia es una fase 

en el ciclo de vida .en la que el crecimiento activo está tem 

poralmente suspendido, en esta rase el vegetal muestra una a 

daptación a condiciones ambientales desfavorables (3). 
Hay dos hip6tesia sobre el mecanismo de la latencia, 

una de ellas asume que la regulación de l~ l~tencia es hor 

monal y postula que el crecimiento puede deterse porque al­

guna sustancia promotora del crecimiento es deficiente o por 

la preeencia de sustancias activamente inhibidoras; en la 2 

tra hipoteaie se dice que la causa de la 1'\tencia ee una 
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re$tricción en el intercambio gaseoso. Hay evidencias que sy 

gieren que los altos requerimientos de oxígeno de ciertas s~ 

millas se deben a la presencia de inhibidores de la germin~ 

ci6n, por lo que se establece un puente entre las dos teo 

rías del ~ecanismo de la latencia (3). 

Se considera como germir.ación la serie de pasos que oc~ 

rren antes de que la radícula atraviese las cubiertas de la 

semilla (4), sier.do ésto último el primer signo visible de 

la genr.inación (3). 

Ia luz, l~ te~peratura, el aeua y la aereaci6n son los 

fi:i.ctores mr:ls importantes que afectan lP.. germinación de las 

semillas-. Hay semillas sobre las que la luz tiene un efecto 

positivo en la. terrr.inaci<5n de la. latencia por ejemplo tas 
tuca setiva, y hay otras en las que el efecto es contrario 

como es el caso de Helleborus niger. las temperaturas mín! 

ma, óptima y máxima para la gerir.inación tambi~n varía de una 

especie a otra, en general las temperaturas mínim11.s para la 

renninaci6n son menores para especies de clima templado que 

para especies tropicales, por ejemplo Pagus sylvatica germ! 

nará a temperaturas cercanas a O oc. I.a penetración de agua 

y oxígeno a las semillas se ve influenciada por sus cubier 

tas, por ejemplo las semillas de las leguminosas presentan 

cubiertas tan impermeables al agua que deben pasar por un P! 
ríodo en el suelo h~sta qu~ sus capas se rompan bajo la ag 

ción de los microorg~nismos del suelo o mecánicamente deben 

escarificarse; las cubiertas de las semillas de Avena fatua 

interfieren en el interc~mbio gaseoso, al remover las cubier 

tas la recaptura de oxígeno. por el embri6n se incrementa 

considerablemente (3). 
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Como las semillas tienen un contenido de agua relativ~ 

mente bajo necesitan adquirir cAntidadcs considerablP.s de 

agua antes de que la germinación pueda ocurrir; inicialmente 

el proceso de recaptura de aeua es por imbibición. Ias 

propiedades imbibicionales de las semillas derivan de los 

materiales coloidales que poseen especialmente proteínas y 

almidones (3), la imbibición per~ite la hidratación de los 

tejidos y lA activnción de los sistemas metabólicos que prop! 

ciar~n el crecimiento del embrión (5). 

Uno de los cambios más notables que ocu.rren cuando la 

semilla está en condiciones favorables para lA eerminación 

es un incremento rápido en la respiración. Durante los prim~ 

ros pasos de la germinación, debido a una restricción en la 

recaptura de oxígeno por la testa parece predominar la resp~ 

ración anaeróbica y hay evidencias en chícharo de acumula­

ción de etanol as! como de que ocurre glucólisis anaeróbica 

y fosforil~ción glucol!tica porque se observa la utilización 

del fosfato inorg4nico del medio (3), 
Bajo condiciones aeróbicas el ácido pirúvico producido 

en la glucólisis se oxida a bióxido de carbono y agua a tl! 

vés de la n¡ta de los ácidos tricarboxílicos, y ya que las 

en,.im~s involucra.das en esta ruta se localizan en la mitoco!: 

dria, Conn en 1957 hizo preparaciones mitocondriales de sem! · 

llas germine.ntes y de semillas secas para ver en ambas la a~ 

tividad del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y encontró 

que en los pasos iniciales de la germinación el ciclo de los 

áoidos tricarbox!licos es inactivo, además las mitocondrias 

de semillas secas son incapaces de efectuar la !osforilación 

oxida~iva, Otro hallazgo es el hecho de que en semillas S! 
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cas de frijol el ATP está ausente, pero aparece rápidamente 

después de la. imbibición. Lo expuesto indica. q,ie la respir~ 

ción aeróbica se incrementa gradualmente con el progreso de 

la gennir..ación (3). 

ta vía de las pentosas que es una ruta alternativa en 

el metabolismo de carbohidratos se ha demostrado que está 

presente en se~illas de frijol. Aunque la actividRd de cier­

tas enzi~~s puede ser demostrada en semillas en latencia, 

en general hay un marc~do incremento en la actividad de mu 

ch~s enzimas dur~nte la germinación. Para ale;unas enzimas es 

te incremento parece ser debido a su conversión de una forma 

in~ctiv~ a una activa.T~mbién hay síntesis de lU2:LQ. de muchas 

enzi~as co~o lo demuestran los inhibidores de lA síntesis 

proteica como el cloramfenicol. la estimulRción de la fo; 

mnción de amilasa en el endospermo de cebada por el ácido g~ 

berélico es un ejemplo de la síntesis de~ de una enzimP. 

durin~e la genninación (3) 

Durante la germin~ción de granos de cebada los almid2 

nes de reserva del endospenno son digeridos bajo la acción 

de varias amilas~s, la alfa amilasa no es activa en granoe 

de cebada en latencia; pero aparece durante la germinaci6n. 

Haberlandt en 1890 concluyó que la alfa amilasa en el endos 

permo de cebada que está germinando es secretada por la capa 

de aleuronq,. 

El hallazgo de Sacha de que la digestión del endospermo 

no ocurre cuando se remueve el embrión condujo a la hipót! 

sis de que el embrión ejerce su acción a travé·a de la. produ: 

ción de giberelinas, esta. hipótesis fue confinna.da por.Paleg 

quien estimuló la actividad de alfa amilaea aplicando giber! 

linas sobre semillas a las que lea había removido el embrión, 
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éste es, además, un ejemplo de control hormonal de la síe 

tesis enzimática. Posteriormente .se mostr6 que la formación 

de alfa amilasa es inhibida por cicloheximida (por consigu.ie~ 

te requiere síntesis proteíca) y por actinornicina D (por COE 

siguiente requiere síntesis de ARN) (3). 

Se han observado cambios en el metabolismo de los ác! 

dos nucleicos durante 111 germinnción de l:'ls semillas, hay y 

na síntesis activa de ARN y ésto aparentemente involucra to 

das l~s fracciones de ARN, se observa un incremento rápido de 

polirribosomas y los experimentos con p32 muestran una incor 

poración a la fracción polirribosomal. Durante la maduración 

de bs semillas todas lfts fracciones de ARN dismim1yen m9.rca 

damente y los ribosorn~s desaparecen casi completamente en el 

endospermo, pero durante los estadi'.os tempranos de la germi 

nación estos procesos son revertidos (3). 

Resumiendo: al penetr~r agua a la semill'l se desencade­

nan los procesos bioquímicos que cubrirán las necesidades 

·del embrión: activación de enzimas que metabolizarán sustl'! 

tos almacenados en el endospermo; síntesis proteica para e~ 

brir los requerimientos metab6licos y síntesis de ácidos ny 

oleicos para la expresión gen~tica del embrión. 

HORMONAS EN LA GER!riINACION 

Se ha estudiado el papel de las cinco clases de hormo 

nas vegetales: auxinas, giberelinas, ácido abscísico, citoci 

ninas y etileno (6) en la ~erminación de semillas. 

En numerosos estudios se ha demostrado que las giberel! 

nas juegan un papel muy import~nte, por ejemplo, Fountain (7) 

imbibió un grupo de semillas sobre papel filtro en presencia 
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de giberelinas y otro grupo en presencia de agua y al comp~ 

rar el tiempo de germinaci6n de ambos observó que las gib! 

relinas disminuyeron este período, con lo que pudo compr2 

bar el efecto inductor de las gíberelinas sobre la ge1~in~ 

ción. Paleg (8) determinó un incremento tanto en la activ! 

dad de alfa a~ilasa como en el consumo de oxígeno y produ~ 

ción de azúcares reductores por la acción de las gibereli­

nas. Siendo la alfa amilasa una proteína los estudios de las 

eiberelinas se enfocaron h~cia la síntesis de proteínas, y 

para dar sólo algunos e jernplos puede mencionarse los traba 

jos de Fountain (7) quien comprobó la acción de las gibe?! 

linas sobre la síntesis proteica al determinar mayor mtmero 

de polirribosomas cuando imbibió con giberelinas que cuando 

sólo usó aeua, así también en sus experimentos de incorpo~ 

ción de leucina radio~otiva, los granos tratados con giber! 

linas presentaron aproximadamente el doble de la radioactiv! 

dad específica que los imbibidos con agua; por otro lado, 

los estudios de Jacobsen (9) se refieren .a la caracteriz! 

ci6n de alfa amilasas sintetizadas en respuesta a la. adición 

de giberelinas, Upt.mhyaya (10) en los primeros d!a.s de la 

germinación detectó una disminución de deshidrogerll'\sas pu­

diendo inferir qu·e en los pl!.sos inicia.les de la germinación 

es activa la vía de las pentosa.s. 

Goleniowski (11) estudio el efecto del ácido absoísi 

co (ABA) sobre la germinación, adicionando concentraciones 

de ABA (1 x lo-6 M - 2 x io-4 M), observó una acción inhib! 

dora del ABA Jobre el proceso. En sus estudios sobre el 

!BA Glink& (12) determinó que inhibe la síntesis proteíca, 

por su parte Fountain (7) encontró que el ABA retarda la si~ 
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tesis proteíca, porque actúa antes de que los granos estén 

completamente hidratados y la teo:ría de Schopfer (13) es que 

el ABA controla. la rec.'l.ptu:ra de agua en los tejidos embrion~ 

rioe más que controlar la sínteai$ de ácidos nucleicos o pr2 

tefoa.s, en aus estudios inc\tbó sernill"l.s en ABA d\lrflnte tre~ 

d!~~. lueeo l~e "eod y las imbibi6 en ausencia de ABA ~iendo 

las semilla.e capaces de gerninar. 

Por lo que respecta a 1~ acoi6n de lP.s citocininas, 

Dunlap (14) y Pountn.in (7) con sus e5tudi.os pusieron de r.nni 

fio!i!to ll\ acción inductora de hs ci.tocininlls sobre l~ f!e"! 

minMi6n al re ve rti r 111 aoeión inhi bié! orti impuo sta por e 1 

ABA. 

El pa.pel inductor del etileno sobre la germim~ci6n fue 

demostrado por Ketring (15) quien utilizó para eus estudios 

dos· gru.poe ~e semilla.s, a uno de ellos le aplicó etileno y 

al comp11rar ambos g?i).pos encontró una m~yor germinación en 

lae eemillae tr:\tad~e con etileno. En eu investigacidn sobre 

la funoi6n del etileno Dunlap (14) impuso la latenoiB de 

semillas con ácido absc!sico o manitol y logró el proceso 

germinativo con etileno pero en presencia de giberelinas por 

lo que afirma que la funoi&n inductora del etileno sobre l~ 

r.erminaci6n es dependiente de la presencia de giberelinas, 

más tarde Eastwell (16) afirmó que las paredes celulares m! 

sivas de las capas de aleurona actúan como una barrera para 

l~ liberación de prote!nas al medio, por su parte Ho (17) o~ 

servó que el etileno reduce significativamente la cantidad 

de alfa amilasa atrapada por las paredes celulares de la ª! 
pa de alturona. 
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AUXINAS 

El papel de las auxinas en 1~ germinación es aún deseo 

nocido (18). Los estudios de aplicación de auxinas sobre s~ 

millas para la. observación de su efec·to sobre el proceso no 

han aclarado su papel sobre esta función vegetal, en gen! 

ral se ha encontrqdo que la aplicación exógena de auxina no 

tiene efecto sobre la germinación (18,19). Tilberg (18) pr~ 

puso .que las semillas poseen un nivel de auxina endógeno 6~ 

timo para la germinación, en su an~lisis del contenido del á 

cido indolacético endógeno dur~nte la genninación de semillas 

de mA.íz, encontró que el nivel de lit hornona asciende rápidt!., 

mente durante las primeras cuatro horas de remojadas las se 

millas, que a las treinta y seis horas alcanza un máximo y 

entonces disminuye. IA presencia de ácido indolacético en 

las semillas y el hecho de que su contenido se incremente en 

respuesta a un cambio de condiciones que favorecen l~ germ! 

nación indican que el ácido indolacético es importante en el 

proceso gerrninativo. 

Otros estudios demuestran también la importancia del ~ 

cido indolacético en la genninaci6n, por ejemplo Polevov en 

1959 (citado en l) demostró que el contenido de ácido indo! 

acético en el grano de maíz en el curso de su maduraci6n se 

eleva hasta principios de septiembre y que después disminuye 

progresivamente. 

De acuerdo con Janssen (citado en l) la resistencia de 

cereales a la germinaci6n prematura. est' en relación al co~ 

tenido de auxina en el grano y demostró que en el curso de 

la maduración la auxina, abundante en el grano en estado l! 
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choso ee degrada mediante oxidaci6n y se fon:ia 3-metilen 

oxindol que es un inhibidor específico de la genninaci6n 

prematura. 

Banduraki y sus colaboradores hnn hecho amplios e~ 

tudios sobre el ácido indolacético: averiguaron (20) que 

en las plantas se encuentra en forma libre (activa) y 

conjue,ada (inactiva). Estos investigadores postulRron (21) 

que los conjugados de ácido indolacético están en todos los 

tejidos vegetalee jugando un papel import"lnte en el desarr.Q 

llo vegetal. Hasta ahora son cuatro las funciones que les 

han encontrado: a) transporte; b) almacenamiento; e) prote~ 

ción contra la oxidación y d) control homeostático del P.cido 

indol~c~tico en la planta, también afirman (22) que los co~ 

jug~dos son sintetizados cuando los granos están m~durando y 

eon hidrolizados 'durante la germinación. 

Ia destrucción del ácido indolacético se lleva,a cabo 

mediante oxidación, obteniéndose como producto el 3-metilen 

oxindol, la oxidación se efectúa mediante dos procesos: uno 

enzimático (obscuridad) y una fotooxidación • .La oxidación eu 

zimátioa del ácido indolacético en las plantas superiores re . -
quiere manganeso y la enzima es acelerada por monofenoles e' 

inhibida por polifenoles, ya que las sustancias fenólicas 

se encuentran en cantidades considerables en las plantas, d! 

oe~ ~ener alguna importancia como modificadores de la de~ 

tnicción de la auxina (3). 

GER14INAOION PREMATURA 

La terminación prematura ee un fenómeno anormal en las 

semillas, ya que lo• granos germinan cuando el maíz se ee 
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cuentra. aún en el proceso de maduración {23). La influencia 

de, las auxinas sobre la vi vi paridad fue. conddenda por 

Eeuwens (24) quien al trabajar con eemillae de chicharo,d! 

mostró que cambios marcados en lB capacidad de genninacidn 

de los granos durante la maduracidn están fuertemente asocia 

dos con cambios en la cantidad de auxina, sus afirmaciones 

concuerdan con las de Routchenko (l) quien postuld que loe 

granos de maíz germinan sobre la planta antes de su completa 

madurez si su contenido de ácido indolacitico, que es norma1 

mente elevado en el estado lechoso, no disminuye al venir el 

estado masoso. En sus estudios de inducción experimental de 

la genninaci6n prematura, Routchenko (l) inyect6 una soly 

ción de ácido indolacético en granos de ma!z en el estado m! 

eoso y logr6 inducir la germinacidn. 

Ea probable que los nivelia·ae 'cido indolac4tico libre 

se regulen se~n los requerimientos del vegetal:ai se requie 
. -

re 'ºi~o indolacético libr. hay hidr611sis de conjugados y· 

si se requiere una diaminuci6n del 'cido indolao•tico li­

bre éste se conjuga. Como el nivel de 'cido indolac4tico e! 

tá relacionado con la genninaci6n (1), según Bpetein (22) su 

control debe estar scompaiiado Por un control en llll propo!' 

ción a la cual los conjugado• son •intetizadoe 1 hidroliz! 

dos. ta observación de que durante la maduración el conteft! 

do se ácido indolacético disminuye 1 que durante la germi1J! 

cidn aumenta puede explicar•• si se asume que los isteres de 

ácido indolac4tico eon sintetizado• cuando loe grano• estúi 

madurando 1 son hidroliz&dos durante la germinacidn (22 ). A­

denu!s puede bajar el nivel de 'cido indolac4tico libre m! 
-

diante su oxidación que como afirmó Routch1nko (1) conduce a 

1s formaci6n de un inhibidor de la germimcidn, pero nqui! 
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re de una actividad oxidativa adecuada que depende en gran 

parte de l~ actividad del fierro y manganeso presentes en el 

grano. 

METODOS PARA DETERr.UNAR ACIDO INDOL.\CETICO 

A pesar de que hace muchos años se reconoci6 al ácido 

indolacético como hormon~, su estudio no avan26 satisfacto 

riamente debido a la carencia de buenos métodos para dete:nn1 

narlo: los bioensayos son tardados y están influenciados por 

otros componentes presentes en los 

inespec!ficos y poco precisos y los 

extractos que los hncen 

ensayos colorimétricos 

son inconvenientes por su poca sensibilidad. La cromatog~ 

f!a de gases; la espectrometría de masas; el ensayo espectr2 

fluorométrico en el que el ácido indol~cético se transforma. 

a la l'llfa pirona ind6lica por r"'acci6n con anhídrido a.céti 

co; y la cromatografía de líquidos de alta presión son los 

métodos que actuRlmente están haciendo e.randes contribuci2 

nes al estudio de l~s hormonas veget~les (25). 

CROl/:ATOGRAFIA DE ·GASES-ESPECTRQ!.$TRIA DE TtAS~S (CG-EM) 

Debido a que el ~cido indolacético tiene un punto de 

ebullición relativamente alto, para su análisis por este mé­

todo debe ser convertido a un derivado convenientemente vol! 

til y est~ble. Los derivados usados son muy variados, por 

ejemplo, r:.c Dougall (26) emplea un derivado sililado. Depe~ , 
diendo del derivado se enfoca el espectrómetro de masas a un 

valor de m/c determinado, con lo que se logra detectar sólo 

los iones de interés. Al introducir la muestra al aparato 

después de su ionización por impacto electrónico ~sta preseQ 
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ta un espectro de r.:rs·ls formado de un ión molecular (le..,.) ade 

m::í.s de numerosos fragmen<:os ié!licos (26 ). 

Allen (27) en su determinAción de ácido indolacé~ico me 

diante esta técnica primero hizo la extracción; luego um. p~ 

rificación medi~nte cromatografía en capa fina, después la 

tr.:insform:-i.ción .'ll éster etílico N-heptafluorobutilado del 

ácido indoh.cético; contir.uando con la CG-EM: los iones prQ 

ducidos por lA ioniz~ción de la muestra presentan una rel~ 

ción m/c de 399 y 326. la cuantificqción la hizo por re fe re~ 

cia a um. cu·rva de calibración (área del pico VS concentr~ 

ción de ácido indolncético) hecha con estándares tratndos de 

igual forma que los extractos. 

CR<W~~TOCRAFIA DE LI':GUIDOS DE Aill'A PRESION (HPlC) 

~ cromatogr3fÍ~ de líquidos de alta presión es uns té9 

nica que en los últimos años ha probado ser de gran utilidad, 

Se han usado columnas en f.g,se inversa y detectores de UV o 

fluorescencia y/o electroquímico. 

Para determinar ácido indolacético en ext~ctos Durley 

(28) primero re~lizó lA extracción, luego purificó parcial 

mente el extM.cto con sephi.:tdex. Posteriormente efectuó l'a 

HPLC usRndo column3s de octadecilsílica y microoctadecils~ 

lica, un crornatógrafo de líquidos con un monitor de absorban 

cia UV, dos bombas, un progr~mador de flujo del disolvente y 

un inyector. La muestra disuelta en metanol la. inyectó a una 

columna y eluyó usando un gradiente de metanol en agua acidi 

ficada, evaporó el eluato al vacío y lo inyectó a una segu~ 

da column.~ de donde eluyó nuevamente con un gradiente de me 

tanol en agua acidificada, en esta segunda columna. recromatg 
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grafió la muestra, elu~1endo con un e;radiente de acetonitrilo 

en arua. I;a cuantificación la hizo por medición de las alt~ 

ras de los picos de absorción UV a 254 nm. 

DILCCION ISO'!'OPICA 

Este método se basa ec; el hecho de que un compuesto que 

tenga un contenido isotópico es insepnr~ble por loa proced! 

mientos de hborA.torio usun.lea de su anfÍloco no isotópico.l'.a 

cuantificación se hace de acuerdo con la siruiente ecuación: 

y • ~ %º - 1 ) X 

X = cantidad adicionada de compuesto marcado 

Co = contenido isot6pico del compuesto adicionndo 

e = contenido isot6pico del compuesto aislado 

Y = cantide.d del compuesto originalmente presente (29). 

Por ejemplo Epstein (22) en su estimación del éster de 

mio-inositol del ~cido indolacético: primero aplicd el •ster 

radioactivo al me.tuial vegetal, luego hizo la extracción 

seguida de purifioaci6n y reducci6n de volumen, concluído lo 

anterior aplic6 las muestras sobre placas de silica gel do~ 

de visu~lii6 el éster con el re~ctivo de Ehmann, la medición 

de la ra.dioa.ctivid~d la efectuó con un contador de centelleo. 

la cantid~d del éster orieinalmente presente en el te ji­

do (Y) la determinó con la ecuación mencionada. 

Dr:TERMINACIVN DE ACIDO INDOLACETICO MJmIAl\'TE 

EL METODO DE FLUORESCENCIA DE LA ALFA PIRONA UíDOLICA 

Este m4todo fue propuesto inicialmente por Stoessl (30) 

'I se basa. en que el ácido irtdola.cético a.l reaccionar con el 
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anhídrido acético en presencia de un catali?ador produce un 

compuesto fluorescente, la alfa pirona ind6lica: 

o 
" 1º 

OH 
+ 

o 
CH3- e? 

) CATALIZADOR-

CH3-C~ 0 

Como catalizador de la reacción se usa un ácido de Lewis 

( 31 ), al usar ácido trifluoroacético como catalizador de la 

reacción, ésta se lleva a cabo en quince micutos (30). 

Eliasson (32) al realizar el método encontró que es n~ 

cesnrio incluir procedimientos de purificación que elimicen 

los compuestos coloridos, porque éstos hacen irr.posibles las 

lecturas de fluorescencia. 

Debido a que el ácido indolacético es susceptible a la 

oxidación (3) es necesario en lo posible evitarla, Iico (33) 

comprobó que el uso del antioxidante 2,6-diterbutil-4-metil­

fenol (BHT) durante la deteru.ina.ción incrementa la !luores-

. cencia y elimina su variabilidad, por su parte Morris (34) 

obtuvo buenos resultados usándolo en concentración 9 mM du­

rante su medición de ácido indolacético de extractos 

vegetales • 

. Stoessl (30) para transformar el ác1do ir.dolacético a 

la alfa pirona iridólica, le adicionó la mezo.la de reacción 

formada por anhídrido acético y ácido trifluoroacético, dejó 

transcurrir quince mir.utas, transcurrido dicho período, paró 

la reacoi6n adicionando una soluci6n de carbonato de sodio al 

5 "· Eliasson (32) encontró que loa compuestos insolubles en 

agua causan opalescencia que restringe la determinación, por 

lo que adiciond etanol para evitar la opalescencia. 
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Para cu~ntificar Stoe ssl { 30) hizo una curva de ca.U 

bración {Fluo-rescencía. Relativa VS concentración de AIA) que 

preparó transformando soluciones de concentraci6n conocida 

de AIA, 'l.l compuesto fluorescente y leyendo la fluorescen-

cia relstiva contra un bl<i.nco, que prepard adicionando la so­

lución de carbonato de sodio antes de ~ñadir la mezcla de 

reacción y cuyo objetivo es, eliminar otras fluorescencias a 

jen~s a la formación de la alfa pirona indólica. 
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Estudiar la variación en el contenido de ácido indo~ 

ao~tico durante la maduración de los granos de maíz de las 

variedades H-32, H-139 y Criollo, con lo que se pretende 

contribuir al conocimiento de los mecanismos de genninacidn 

prematura. 

21 



ll A T E R I A L E S Y 1 E T O D O S 

22 



Se usó maíz de las variedades H-32, Criollo y H-139 don~ 

do por el Dr. Joaquín Ortiz Cereceres del Centro de Genética 

del Colegio. de Poagraduados, Chapingo, México, De cada va­

riedad se trab~jaron muestras en tres diferentes grados de 

maduración: estado lechoso (23-30 días después de la floración) 

estado masoso (50-57 dfas después de h floración) y madu­

rez comercial (125 días después de lP. floración), 

Los re~ctivos que ee utilizaron fueron de gr~do q.p. 

Acido trifluoroacético de Aldrich Chemical Company !ne. 

!V~etanol de JT Baker 

Carbon~to de Sodio de JVC 

Hidr6xido de potasio de JVC 

¡:i-meroapto et"l.nol de Merck 

EtFmol de Tl"onterrey 

Polivinil pirrolidona de Química Farmaceútica Latina S.A. 

Dietil Amino Etil Celulosa de Sigma Chemical Company 

Ditio oarb.llma.to de dietilo de Sigma Chemical Company 

Acet~to de ~monio de Técnica Química S.~. 

Acido acético de T4cnic~· Química S.A. 

Anhidrido acético de Técnica Química S.A. 

Acido clorhídrico 

Aoido indolacétioo 

Drierite (OaS04) .'inhidro de 'N.A, Ha.mmond Drierite Co 

L~s soluciones que se usaron fueron : 

Solución de Na2co 3 al 10 ~ 

Solución de KOH O.Ol N 
Soluoión de NH40A0 O,l M pH 6.5 

Solución de NH40Ac O.Ol M pH 6.5 

Solución de CH~COOH l.5 M 



Solución de HCl 2 M 

Solución de HCl 1 N 

Los aparatos que se utilizaron fueron: 

Balanza analítica t17ettler H 80 

3alanz9. gra.nA.taria Ohl=iUS 

Bomba de vqcío Sarbent 1elch doble sello 

Centrífur.~ clínica 

Estufa de vacío Her~eus 

Fluorór.ietro Turnover modelo 110:). :ie: ·i.'xcitación <60 ="~'ll: 
).. de emisión 415 nm. 

Licu~dora Tau:rus 

r.'.olino Cul'lt ~ i 

PREPARACIOi'; DE ACETATO DE DEAE-CELUL03A (35) 

Se pesaron 20 g de DEAE-Celulosa en un V'lso de precipi­

t9.do de 400 ml, se qdicionaron 200 ml de una solución de P.Cl 

l N, se vació rápidqmente a un büchr.er (con un p~pel de fil 

tración rápida). Se lavó con 500 ml de agua. El p~ocedimie~ 

to anterior se repitió tres veces. la DEAE-Celulosa ya hv11.da 

se puso en contqc~o con 100 ml de ~cido acético rlaciql. Se 

re~ovió el .exceso de ~cido l~vando · tres veces con 120 ml 

de meta.nol. 

PREPA.RACION DE PO L!V!NIL PIRROLIDONA 

Se preparó· de acuerdo con el método de ~'.orris (.U) co 

mo sigue: En un vaso de 400 ml se colocaron 120 g de poli 

vinil pirrolidona, se añadieron 100 ml de- una solución de 
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HCl 2 M, rápidAmente se fi1tr6 en un büchner (con un papel 

de filtmción rápida). Se lavó con un litre de ªf"Uª para 

eliminar el exceso de ~cido. Se adicionaron 70 ml de una 

solución de NH40Ac 0.01 r.: hasta njust::tr el pH de la pol! 

vinil pirrolidona a 6.5 

CURVA ESTANDARD l DE AJA. 

Se prepararon seis tubos de ens~ye con 0.5, 1, 2, !, 4 

y 5 µg de ,foido inciolricético (ATA) disueltos en l ml de m~ 

tanol (30). A la solución inicial ~ partir de la cual se 

hicieron las diluciones rara llegnr a l!!.s concentraciones 

mencionadas se le adicionó 2,6-diterbutil-4-rr.etilfenol 

(BHT), 2 nig de BHT/ml de solución (33,34). 

Se ev~poró el metanol de los tubos usando una corriec 

te de nitrógeno, cuidando de no dejar residuos en las P!l 

redes (30). 

La reacción para form~r el compuesto fluorescente se 

hi7o medinnte unn modificación de la técnica descrita por 

Stoessl (30), a dos tubos que funcion~ron como blanco se 

les agreg~ron 5 ml de una solución· de Na2CO: al 10 ~. a los 

ocho tubos se lea agregó O.l ml de anhidrido acético y 

O.l ml de ácido trifluoroacético,se aeitaron los tubos y se 

mantuvieron quince mi.r.utos a cero grados centígr"'.dos, tran~ 

currido este tier.q::o, se agregó 5 ml de Nac-C03 a los tubos 

que no se les había adicionado, se ar.itaron, y a todos los 

tubos se les añadió l ml de etanol, se filtraron las.suspe~ 

siones y se leyó la fluorescencia relativa, se calcularon 

las concentraciones de AIA en µg/ml de las soluciones 

finales: 
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25 mg AIA 
+ -50 :ng BHT 

25 ml (1 mg/ml) 

v 
1 ml _....,."»>_ 10 ml ( 100 µg/ml) 

0.5 ml 1 ml _,..t;· 

i l A CAPA TUBO SE 
· (que ¡contiene 20 

~ ·V 
10 ml 10 ml 

l 1 
: ! (0.5 riml) (l prml) 

1 ml 1 ml 

LE 
mg 

1 

v 
5 ml .._ 50 ml (10 µg/ml) 

7/\"~ 
,-· V \ "-

2 ml . 3 ml 4 ml "" 5 ml 
1 

í i 
!ADI::IONO il m.l D MF'!'ANOL 

r
e BHT/mT de me anol) 

~ ~ 
10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 

1 

i 1 

l 
( 2 µ€f/ml) (3 µ./ml) (4 µ /ml) (5 µ~/ml) 

i 
¡ 
i: 

l ml 1 ml 
1 

1 ml 
! 

SE 
1 ! 

EVAPORO EL i i>IBT ANOL 
1 

!coN 
' . UNA CORRIEh'TE DE 

1 ml 

NIT~OGENO 
1 

YA ~ECO 
1 

LLEGArDOSE 

6 ml 

(
0.083\ 
µg/ml J 

EL 
A 

AIA 
UN 

6 ml 

(
0.166) 
µg/ml 

1 

0E ITRANSFORrl! 

vowrr~N DE 6 
A 
ml 

l 
6 rnl 

(
0.333) 
J.lg/ml 

26 

6 ml 

I 0.5 ) 
\ µg/ml 

LA PIRO NA, 

6 rnl 

( 
0.666 \ 
\lg/ml} 

6 ml 

( 0.833 \), 
µg/ml 

\ 



Se puso BHT en la solución inicial (2 mg BHT/ml de 

solución); pero como va disminuyendo al hacer las dily 

cionea, nueva.mente ee añadió, esta vez en las soluciones 

de las que se tomó el mililitro para el secado del AIA, 

se puso un mi de metanol que contenía 20 mg de BHT/ml ya que 

al hacerse la correspondiente dilución 1:10 el BHT qu! 

dó en la relación adecuada (2 mg de BHT/ml de solución). 

Se hizo la curva por triplicado, se promediaron los 

valores de fluorescencia relativa y se graficaron los r! 

eult~doe (GRAFICA No. 1) : 

EXPERI EXPERI EXPERI 
MEN?O MENTO MENTO 

l 2 3 

FLUORES FLUORES FWOHES 
AIA CENCIA CENCIA CENCIA" 

RELA;.;, RlU.A- RELA-
i 

DBSVIACION 
(µg/ml) TIVA TIVA TIVA ES! ANDARD 

0.083 a.o 1.0 9.5 8.16 1.02 

0.166 19.0 17.0 18.0 18.00 0.81 

0.333 38 .5 37 .o 36.5 37 .33 0.84 

0.500 58.0 56.5 56.5 57 .25 0.75 

0.666 77 .5 73.0 72.25 2.25 

o.833 98.0 96.0 91.5 95 .16 2.71 
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CURVA ESTANDARD II DE AIA. 

Una vez obtenida la curva estánda:rd I de AIA se hizo 

otra curva · sometiendo al AIA a las mismas condiciones que 

se someterían los extractos, que consiste en el tratamiento 

de los mismos con polivinil pirrolidona y adsorción del AIA 

en una columna de intercambio iónico de DEAE-Celulosa. !As 

columnRs están constituidas por jeringas desechables de diez 

mililitros desprovistas de émbolo y aguja. 

Se empaquetaron las columnas de intercambio iónico 

colocando en la punta de cada una un tapón de algodón de 

0.0215 g. Bn vasos de precipitado de 50 ml se hicieron 

suspensiones con 0.6 g de DEAE-Celulosa y 15 ml de una solu­

ción de NH40Ac O.Ol M se pusieron las suspensiones en las 

column&s rápida y uniformemente, •e agregaron 2 ml m'a de 

NH40Ac para arrastrar todo el contenido del vaso que tam 

bi4n se llevó a la columna. Se ensamblaron a las columnas 

en la parte superior otra.a columnas a las 

se colocó un tapón de algodón de 0.1283 g. 

que previamente. 

Aparte ae P"P! 
raron cuatro vasos de precipitado de 50 ml con 10 ml de 

solución conteniendo 0.996, 2.656, 5.31? y 7.96 µg/ml de AIA, 

a la solución inicial de AIA a partir de la cual se hi­

cieron laa diluciones para alcanr.ar las concentraciones me~ 

cio.nadaa ae le afla~ió 2 mg de BHT/ml de solución, a cada 

vaso de precipitado se le adicionaron 0.2 g de polivinil 

pirrolidona, las suspensiones as! formadas se pusieron en 

las oolwnD&a superiores. .~1 AIA queda unido en las colum 

'·. 
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nas de intercambio, la soluci6n que sale se desecha. Des 

pu's se eluy6 el AIA de las columnas intercambiadoras 

con 9 ml de una solución de ácido acétic~ 1.5 M, reci­

bi~ndolo en matraces afore.dos de diez mililitros, se ~ 

!oraron los matraces con metanol (que contiene 20 mg de 

BHT/ml de J\"ETANOL), de cada matrttz se llevaron 3 ml a un 

matraz de bola quickfit de 25 ml para la evaporación del 

disolvente en unA bomba de· alto vacío (1 mm de Hg ), se 

conectaron a la bomba dos mangueras, con lo que se sec~ 

ron dos muestras simultanea~ente. 

El AIA que qued6 como residuo en el matraz se tran~ 

form6 al compuesto fluorescente como se describid ant! 

riormente. 

Se ley6 la fluorescencia relativa y se calcularon las 

concentraciones de AIA : 
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25 mg AU 
25 ml 

i 
+ __ ,,, 

50 mg BHT 
(l mg/ml) 

8. 3 ml _ __...,....,.. 10 ml ( 8 30· µg/ml) 

t J1iº ~6.4 µg/ml) 

o 4 ml o.a ml 1.2 ml 0.15 ml 

1.4slm1 
de meb11.nol 

SE At ORO 

de ~~;1~~1 deºm~¡~~ºl deº~!tÍ~ºl 
A 10 ml CON NH4 Ao 0.01 M 

1 

10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 

(0.996 µg/ml) (2.656 µg/ml) (5.312 µg/ml) (7.968 g/ml) 

ESTOS 10 ml SE IN!'RODUJERON A LAS OOUHNAS 

DE 
3 

s 10 
mlf PARA 

3 ml 

( 2 .988 pg/ml) 

YA S CO 
LLEGATSE 

6 ml 

EL 
A 

ml LUIDOS DE COVJl\~NA S! TO~.ARON 
SECAR~OS EN LA B0!'1BA DE VA~IO 

3 ml 3 ml 3 ml 

(7 .968 µg/ml) (15 .93 µg/ml) (23 .901 pg/ml) 

1 
AIA SE T RANSFOR 'IO A LA PIRO NA, 
UN VOLUfriEN DE 6 ml j 

~ ~ 
6ml 6ml 6ml 

(0.498 µg/ml) (1.328 µg/ml) (2.656 µg/ml) (3.984 µg/ml) 



Se promediaron los valores de fluorescencia relativa ob­

tenidos y se ~rocedió a construir la gráfica (GRAFICA No. 2) : 

AIA EXPERIMENTO l 

FLUORESCENCIA 
(µg/ml) RELATIVA 

0.498 

l • .328 

2.656 

3~980 

11 

32 

59 
86 

EXPER!TlEJ\TO 2 

FLUORESCENCIA 
REI~:\TIVA 

14 

32 

62 

87 

EXPERIMENTO 4 EXPERIMENrO 5 EXPERUlENTO . 6 

PLUO.RESCENOIA FLUORESCENCIA FLUORESCENCIA 

EXPERrnENTO 3 

FLUORESCENCIA 
RELATIVA 

14 

32 
56 
90 

RELATIVA RELATIVA RELATIVA ! 
DESVIAOION 
ESTANDA.RD 

7 
32 

91 

13 
26 

86 

10 

31 

88 

32 

11.50 2.50 
30.83 2 .• 40 

59.00 2.40 

88.oo 1.91 
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Se calcularon las 

d~rd para corregir por 

(GRAFIOA No. 3) 

pendientes de las dos curvas estáo 

pérdidas durante la determinación 

la pendiente de la curva I se consideró como el 100 ~ 

y se calculó el porcentaje de la curva II con respec­

to a la I 

100 ~ 

0.672 X 

·100 ~ 19.76 ~ • 80.23 ~ 

La corrección aplicada fue que a cada una de las COD 

centraciones obtenidas por interpolación de loe valores 

de fluorescencia relativa en ls curva estándard I se les con 

siderara como el 19.76 ~. se calculd el 80.23 ~ de 'etas y 

se sumaron los dos va.lores: 

µg/ml obtenidos en la interpolación ----- 19.7653 ~ 

X 80.23 ~ 

' X + µg/ml obtenido1 en la interpolación • µg/ml corregidos 
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DETERrr!INACION DEL ?( DE HUMEDAD 

Usando el molino .se pulverizó la muestra, una parte del 

polvo se pesó y se metió a le estufa de vacío a 50 ºe hasta 

peso constante,lo anterior fue posible cuando el maíz es ~! 

duro comercialmente ya que facilmente se realiza la T>'.Üveri - -
zación: pero cuando está en los estados lechos~ y masoso no 

es posible su pulverización por lo ~~~ se pesaron unos gl'! 

nos y se metieron a !~ ~a~ufa de vacío una vez eliminada la 

humedr:..i que les impedía ser molidos se pes~ron y se molieron, 

una parte del polvo se pesó y se metió a la estufa hasta p§ 

so constante, se sumaron los dos porcentajes de humedad para 

obtener el ~de humedad de la muestra. 

=n • muestra húmeda 

msh = :nuestra semi húmeda 

msh' = muestra semihúmeda que se lleva a peso constante 

m, • muestra seca 

H -32 

LECHOSO N!.ASOSO 

~ 19.2997 g 20.1158 g 

msh 9.0537 g 16.2339 g 

msh' 1.0133 g l.0110 g 

lla 0.9570 g 0.9237 g 
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mh 

mah 

msh' 
me 

mh 

msh 

msh' 

ms 

-· 
LECHOSO ... _____ .. ___ 

20.1120 g 

9 .2743 g 

l.0103 g 

0.9199 g 

LECHOSO --------

20.1905 g 

7.2262 g 

1.0198 g 

0.9154 g 

CRIOLLO 

MASO SO ---------

20.4241 g 

14.2047 g 

l. 0095 g 

0.8976 g 

H-139 

MASOSO 

20.0467 g 

15.4484 g 

1.0102 g 

0.9220 g 

~IADUREZ 
001\:ERCIAL 

l.0082 g 

0.8911 g 

MADUREZ 
cortERCIAL 

1.0160 g 

0.9014 g 

DETERfílINACION DEL AIA DE LAS ~7UESTRAS 

tas muestras se prepararon con los granos de diez m1 

zorcas, de cada mazorca. solamente se us6 el 60 " central, se 

homo~enizd la muestra y de allí se tomaron diez gramos para 

preparar el extracto en una adaptaci6n del m.Stodo de l\'orris, 

como -sigue : 

En un vaso de precipit~do de 250 ml se pesaron 10 g de 

muestra. afladiendo 16 ml de met~nol, 4 ml de una solucidn de 

NH40Ac O.l M, 40 mg de BHT, 40 mg de DIECA y 2 gotas de ~ 

mtrcapto-etanol, et molió la mezcla durante un minuto y se 
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centrifugó dos minutos a 2500 RPM. El sobrenadante se llevó 

a. 100 ml con,. NH4oAc, con 10 ml de esta solución se hizo la 

suspensión de polivinil pirrolidona y se continu6 el proc~ 

dirniento que se describió para la curva estándard II, se u 

só un blanco de extracto que se trató de la misma manera que 

en lA curve. estándard. t.os valons de fluorescencia relati 

va obtenidos se interpolaron en la curva estándard I y como 

se muestra en el ejemplo siguiente se calcularon las concen­

traciones de AIA de cada una de las muestras. 

desvi~ 
·ción 

XFR 
están-

FR dard ---
76 79.33 3.39 
78 
84 

interpolando 
en la 
curva I 

0.695 µg/ml 

o.695 µg/ml + 

corrigiendo con la 
curva II 

0,695 µg/ml -- 19.7653 ~ 
X - 80.23 % 

X = 2 .821 µg/ml 

2 .821 µg/ml :s : .51 µg/ml 

considerando las diluciones en cada paso. del J:rocedimiento 

y para dar los resultados en µg/g 

• 70.2 µg/g 

consider'.'!.ndo el % de humedad de la muestra : 

% de humedad = 55.69 ~ . . 44.3 ~ de muestra 

Se usó un gramo de maíz húmedo y descartando la humedad 

corresponde a 0.443 g 

70.2 pg 

0.443 g 
.. 158 .46 µg/g . 
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El método que se empleó para la determinaci6n del AIA 

consta de. cuatro pasos: 1) extra.cci6n del AIA de los grg. 

nos de maíz; 2) purificación del extracto; 3) eliminaci6n 

del disolvente; y 4) transformaci6n del AIA a l~ alfa pirona 

ind6lica para su determinación mediante fluorornetr:ía. 

EXTRACCION 

El extr~cto se pre par6 adicionando a gr'3.nos de maíz: 

a) metanol, ·como disolvente, b) acetato de amonio O.l M pH 
6 .5, para asegurar la presencia del AIA libre y eliminar 

proteínas, y c) jt-merc~ptoetanol, ditiocarbamato de dietilo 

(DISCA) y 2,6-diterbutil-4-metilfenol (BHT), para proteger 

al AIA de la oxidación, se molió y se centrifugó a 2500 RPM, 

el sobrenadante se llevó a un volumen de 100 ml con acetato 

de amonio 0.01 M pH 6 .5 

El metanol al 8~ resulta un disolvente apropiado tanto 

del AIA 'como de los ~ntioxidantes adicionados. Hemberg (36) 

en su estudio so"re disolventes para la extraccidn del AIA 

encontró al metanol como el m~s adecuado. 

Tomgszewski 07) en sus tribajos , sobre la desc:irb2 

xilación del AIA encontró que el DIECA actúa como un po­

deroso inhibidor de la oxidación enzimática del AIA, debi 

do 9. que es inestable en una solución ligerament-e ácida: 

(C2H5 )·2NCSSH ,_; (C2H5 )2NH + OOS + H2S , y sus productos 

de descomposici6n actúan oomo inhibidores de la enzima. 
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Por otro lado Iino (33) encontr6 que el BHT además de 

proteeer al AIA de la. oxidación, aumenta la fluorescencia, 

por lo que se aeregó BHT para tener la concentración 9 mM s~ 

gerida por Morris (34). 

Hemberg ( 36) observó que la duración de la extracción 

tiene una influencia determinante sobre el rendimiento de 

AIA del extracto, ya que un período de extracción largo pu~ 

de admitir la síntesis de ATA de sus precursores o la hidr~ 

lisis de las formas conjug:?das. Una extracción conveniente 

para AIA libre requiere un pH ácido, en cambio la extrRcción 

de AIA conjugado requiere que se realice una hidrólisis alca 

lina: para hidrolizar ésteres bast~ una hidrólisis suave con 

NaOH 1 N a 22-25 ºe durAnte una hora, en cambio para hidroli 

2ar AIA pept!dico se requiere una hidrólisis en f.a OH 7 N 

'! 100 ºC durllnte tres horas ( ~8). En este trabajo se extra 

jo A!A libre. 

PURIFICAC!ON 

Como se requiere la eliminación ·de pigmentos y fenoles 

que se encuentran en cantidades considerables en los extrae 

tos ver.ehles ( 3 ), er: el procedimiento de purificación se i~ 

cluyeron dos columnl1.s, una de DEAE-Celulosa para eliminar 

los pigmentos y otra de polivinil pirrolidona {PVP) para eli 

min~r los fenoles (34). 

Se h~ propuesto que la PVP elimina los fenoles de los 

extrr.tctos vegetales mediante la formaci6n de puentee de hi 
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drógeno (39,40). Andersen (41) estudió la irifluencia del pH 

sobre la adsorción de los fenoles por la PVP y sugirió, que 

los enl11oes forir.ados, son del tipo de puentes de hidrógeno, 

ya que determinando el espectro de absorción entre 2~'0 y 

420 nm, de soluciones de fenoles a pH 8.5, 6 y 3.5, eP-contr6 

que el pH m4s ~decuado para el enlace fue 3.5. También .efeg 

tuó la disochción del enlace que se forma entre los fenoles 

y la FVP, utili7ando Urea 8 M (que experimentqlmente se em 

ple11 pal"'3. disociar puentes de hidrógeno). 

Después de eliminados los fenoles al hacer pasa~.el ex 

tracto a través de la columna de DEAE-Celulosa, el ácido in 

dolacético al igual que los pigmentos se retienen en la co 

lumn!\ debido a que los .{cidos se enl~zan a los grupos ión! 

cos de la resina formando una sal, posteriormente de la c2 

lumna se eluye el 1cido indol~c,tico con ~cido acético mien. 

tr9.s que los pifmentoe quedan retenidos (34,35). 

Fue indispensable añadir nuevamente un11 concentMción 

9 mM de 2,6-diterbutil-4-metilfenol al ácido inC.ohcéti·co 

eluido de las columnas porque siendo un fenol es eliminado 

del extr<tcto al pasar por :la columna de PVP. 

Se tuvo que hacer unn estandarizaci6n en las column~s 

con el objeto de hacer muy similar el tiempo de elución. Pa 

ra ésto se pesó el alE!odón que se pu.so en la punt.11 de las co · 

lumn~s, y la cantid~d de PVP y DEAE-Celulos11 fueron constan 

tes, el transv!ls~do de las suspensiones a las columnas se h! 
zo lo más uniformemente posible. La purifio~oión se hi~o por 

triplioA.do. 
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ELH'.INACION DEL DISOLVENTE 

El método fluorescente exige que se tenga ácido indol 

acético sin disolventes protónicos, por lo que el disolvente 

de la solución de ácido indolacético, que está formRdo por 

90 ~ de (cido acético y 10 % de metanol se e~qporó en una 

bomba de alto vacío , el met~nol se deja ev~porar lent~mente 

par':t. que no se extiend9. en ]ns paredes del ml'l.trqz¡ se prete.o 

de que el 1cido indolacético ocu~e la menor superficie del 

ma.tr.'lz, y'! que al formar la pirona como el volumen de la. me~ 

ola de reacción es muy peque.ílo (0,2 rnl) el ácido indola.céti 

co que quede en las paredes del mt=ttraz tendrá menos posibili­

d~des de por.erse en contacto con la mezcla de rel'lcci6n y lo 

más probable es que ocasione pérdidas de ~cido indolacético 

por una mala ev~poraci6n del disolvente. 

TRANSFORKACION DEL ACIDO INDOLACETICO A LA 
. ALFA .PIRONA FWORESCENTE 

P~ra formar l~s ~lfa pironas ind6lic~s se requieren: 

a) deriv~dos indólicos que tengnn la 

grupo carboximetilo en la posici6n 3, 
y e) un c~talizador (30), 

posici6n 2 libre y un 

b) anhídrido acético 

Ia re~cción es una sustitución electrofílicR en la posi 

ción 2 del indol, y el catalizador de la rea.cci6n puede ser 

cu~lquier ácido de Lewis que acepte el par electrónico pr~ 

porcionado por el 6xieeno del anhidrido, medi~nte esta coor 
dinación se forma el electrófilo que sustituye al hidrógeno 

de la posición 2 del indol : 
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Aunque el método no distingue entre el ácido indol 

acético y iícidos i·ndolacéticos sustituidos en el i:tnillo ben 

cénico o en el átomo de nitrógeno, ésto no es una limita 

ción import~nte, ya que Stoessl (30) al probar diferentes i~ 

doles, solamente encontró dos pironas con propiedades espec 

troscópicas similares a la obtenida a p~rtir de ácido indol­

acético, la pirona obtenida a partir de 4-Cl-AIA y la obteni 

da a p~rtir de 5-0H-AIA. Otro problema posible es la conver 

si6n de ácido indolpirúvico a AIA (33), esta conversi6n se 

disminuye significativamente reduciendo la duración de la 

extracci6n. ~ form~ción de la alfa pirona ind6lica no i~ 

cluye a los conjug~dos, de hecho cuqndo se quiere determinar 

AIA conjugado se recurre a una hidr6lisis alcalina (42). En 

nuestra determin~ci6n la posibilidad de cuantificar conju~! 

dos radica en aquellos que se Üe.guen a hidrolizar duran1'e 

la extracci6n. 

Durqnte el transcurso del tiempo de.reaccidn para la 

formación de la pirona .se agitan repetidas veces loe'mat?'! 

ces con el fin de P01'er en contacto el ácido indol!\cético 

con la mezcla de reaccidn. 

Para parar la reacci6n se usa una soluci6n de carbonato 

de sodio,que elimina el exceso de anhidrido acético, inici~l 

mente se tenía problema en este punto, ya. q,ue usando como 

Stoessl {30) una solución de carbonato de sodio al 5 ( la ! 
liminacidn del !\nhidrido acdtico se obten!a sdlo parcialme~ 

te ocasionando turbidez en las soluciones, qui hac!a imposi 

ble las lecturas, este problema se solucionó usando.la sol~ 

ci6n de carbonato de sodio al 10 ~. 

4-5 .. 



Para. tener un blanco de ex-tracto, se adicionó a una 

muestra antes de la mezcl~ de reacción el carbonato de 

sodio (30), como la reacción del anhidrido acético con el 

carbomto de sodio es rápida, elimina el anhidrido acético 

impidiéndole reaccionar con el ácido indolacético para for 

mar la pironll., con este: bl"l.nco se elimina.n otras fluore§ 

cencil'!.s que podrían estar en el extr"=tcto y que no sean 

debidas a 1~ pirona. 

Üi fluorescenciR. obtenida se comp'lrÓ con unA. curva es 

tandllrd que se muest.ra en la páe:ina 33. Esta curva se cons 

truy6 dando a muestras conocidas de AIA el mismo trat~miento 

que a los extr~ctos y se hi~o con el fin de evaluar pérdidas 

de AIA durante el procedimiento, en su elaboración se usa 

ron soluciones de diferente conoentr~ción y se emplearon 

tres juegos de columnas para que el tiempo empleado en som! 

ter a las soluciones al procedimiento de purificación fu! 

ra similar al tiempo emplel\do en la purificación de los '! 
tractos, considerando que ~ mayor tiempo el AIA es m~s su! 

oe~tible de sufrir fotooxidación (3). 

Los result~dos obtenidos se.muestran en las gráficas 

4 y 5. Al ~nali1ar los resultados puede verse lo siguiente: 

a) En las tres variedades de m11b estudiadas , el 

contenido de humedad varía inversamente con la maduraci6n 

del grano, ya que el orden ~scendente de maduración es : 

lechoso >- mnsoso ~ mqdurez comercial. El mayor ººE 

tenido de humedad corrf7sponde a la variedad H-139 en el estj! 

do lechoso. 
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b) Hay diferencias en el contenido de ácido indolacético 

de los granos de maíz de una variednd a otra. Puede verse 

en l~ gráfica 5 que en el est~do lechoso la concentrqción más 

alta de AIA está en la variedad H-139, que sep:ún los result~ 

dos de la ev1tluaci6n realizada por por el Dr. Joaquín Ortü 

Cereceres (43} es la que present6 el .~ayor porcentaje de 

germinación durante el ciclo agrícola 1982. 

c) El contP.nido de ácido ir.d olacét ico de las tres varie 

d'l.des de maíz estudiadas, disminuye nl aumentar la maduración 

de los granos co~o se muestra en la fráfica 5. las tres va­

riedades en estado masoso tienen un contertido bajo de AIA. 

De acuerdo con Routchenko (1) el maíz f"er:nina en '1!stado rr.e­

soso cuando su contenido de UA es mur .<tlto. Durnte 1982 no 

se presentó en forma significativa la germinación prematura, 

probablemente por la sequfa que hubo y puede afirmarse que 

las tres variedades de maíz estudiadas presentaron una 009 

ducta normal en lo que se refiere a·vari~ción en el contenido· 

de ~cido indol~cético durante l~ maduración. 
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Se determinó ácido indolacético dur~nte la maduración de 

semill~s de maíz de las variedades H-32, H-139 y C~iollo, 

usando una adnptaoión del método de la alfa pirona pr~ 

puesto por Stoessl ( 30). 

El aislamiento y la purificación del ácido indolacético se 

llev~ron a c~bo por una modificación del método propuesto 

por Morris (j4), consistente en la eliminación de fenoles 

en una columna de polivinil pirrolidona y adsorción del 

ácido indolacético en otra columna de DEAE-Celulosa. 

Los resultados que se obtuvieron indican que en las tres 

variedades de ma!z el contenido de ácido indola.cético di~ 

minu~·e· 111 aumentar la maduración-de los granos. ta varie 

dad que en el estado lechoso presentó un contenido mayor 

de ácido indolacético fue la H-139. 

El hecho de que el contenido de 'cido indolacético dis­

minuya al aumentar el grAdo de madu!'llcidn, indica·una vari! 

ción noTmal del contenido de 'cido indolac,ticó en las va­

riedades de maíz estudiadas. 
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