LA_& & UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

VARIACIONES EN EL CONTENIDO DE
ACIDO INDOLACETICO EN GRANOS DE
MAIZ DURANTE LA MADURACION

REBECA RODRIGUEZ CORNEJO

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

1984



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



I

11

111

Iv

VI

Vi1

CONTENIDO

INT RODUCCION

ANTECEDEKTES

1.- EL PROBLENA

2.~ GERMINACION Y LATENCIA

3.- HORNONAS EN LA GERMINACION
4.~ AUXINAS

5.~ GERMINACION PREMATURA -
6 .- NETODOS PARA DETERNMINAR ACIDO INDOLACETICO

OBJETIVO

MATERIALES Y METODOS
RESUITADOS Y DISCUSION
RESUNEN Y CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA



INTRODUCCION
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la germinacién prematurﬁ de mafz es un problema que se
ha ido incrementando en Kéxico en los dltimos afios, y que
causa pérdidas muy importantes de este grano, especielmente
en Puebla y Tlaxcala,

Para conocer las causas y el mecanismo mediante el cual
los granos de maiz germinan aun antes de la cosecha, y para
sugerir alguras soluciones al problema, se formé en 1980 un
grupo interdisciplinario de estudio de 1la germinacidn prema
tura.

Uno de los aspectos importantes del problema es el estu-
dio del papel de las hormonas de crecimiento en la germina
cidn prematura y en este trzbajo se estudidé la variacidn del
contenido de dcido indolacéticq durante la maduracién de se
millas de mafz de tres variedades: el mafz criocllo que se
siembra en el drea que presenta mayor incidencia del 'pro
blema, la variedad 3-32 que se habfa descrito como muy sus
ceptible a 1la germinacidn y la variedad H-139 que habia pre
sentado mayor resistencia. O0tros aspectos del problema han
sido estudiados en estas mismas variedades por los diferen
tes miembros del grupo interdisciplinario.

Los resulfados que se obtuvieron en este trabajo indi
can que en 1982 el contenido de d4cido indolacético de las
tres variedades de maiz estudiadas cambid de una manera nor
mal (1), es.decir, es elevado en estado "lechoso" y disminu

ye drdsticamente al llegar el maiz al estado "masoso".
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EL PROBLENA

Fn los estados de Puebla y Tlaxcala, en los ultimos &
fios, se ha incrementado el fendmeno de germinacidén prematu
ra de semillas de mafz {viviparidad). En 1977 el Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA) tuvo conocimien
to del fendmeno a través de un grupo de agricultores de Tla
camileo, Pueﬁla, quienes llevaron mazorcas podridas con gra
nos germinados, antes de su madurez fisiolégica. Se localizé
la zona donde se presenta el fendémeno, encontrdndose que
coincide con la parte alta del volcdn de la Malinche, y se
concentra en San Antonio Tlacamilco. En los trabajos inicia
les se estudio la relacidn entre la incidencia de la vivipa
ridad y 1a variedad de mafz, Pélix y Romero (2) estudiaron
la capacidad del hongo Fusarium moniliforme de inducir 1la
germinacidn prematura, en esas ihvestigacioneg se aisld al
microorganismo del material vegetal y se probd su capacidad
para inducir germinacién 'prematura inoculande diferentes cop
centraciones del hongo tanto al suelo como a elotes bajo con
diciones de 1laboratorio, invernadero y campo y no se logrd
la induccidn de la germinacién prematura. También se inves
tigé sobre los efectos de diferentes fuentes y niveles de ni
trégeno sobre la viviparidéd. Estos estudios, que no propor
cionaron datos concluyentes, condujeron a una primera reu
nidn de discusidn del problema el 9 de septiembre de 1980 con
la participacién de personal cientifico del INIA, Colegio de
Posgraduados y UNANM; se expusieron y discutieron diversos ag
pectos de la germinacidén prematura de semillas, y pudo apre
ciarse una amplia gama de posibilidndes de investigaciones

en distintas esypecialidades cient{ficas que contribuirfian al



conocimiento y eventualmente a la solucidén del problems. Se
acord$ que se obtendria la informacidén que permitiese demog
trar si el problema era o no causado por agentes fitopatége
nos y que debfan intensificarse las investigaciones de as
pectos bioquimicos (enzimas, inhibidores, hormonas, etc.) y
de {ndole ecoldgica que pudieran estar relacionados con
la viviparidad.

En el Campo Experimental del INIA en Tecamachalco el
grupo interdisciplinario pudo observar los distintos aspeg
tos de la viviparidad en condiciones de campo y se considerd
conveniente utilizar material del Campo Experimental para
los diferentes proyectos de investigacién, por 1lo que se a
cordd que el INIA proporcionara muestras bajo programacidn
para permitir la observacidn secuencial del fendmeno en estg
dio hasta la cosecha de la planta (2).

GERNINACION Y LATENCIA

la germinacién y 1la latencia son dos procesos que es
tan {Intimamente relacionados. 1a latencia en la semilla
termina cuando empieza la germinacidn. latencia es una fase
eq‘ei ciclo de vida en la que el crecimiento activo estd tep
poralmente suspendido, en esta fase el vegetal muestra una 2
daptacién a condiciones ambientales desfavorables (3).

Hay dos hipStesis sobre el mecanismo de la latencia,
una de ellas asume que la regulacidn de la 1latencia €& hor
monal y postula que el crecimiento puede deterse porque al-
guna sustancia promotora del crecimiento es deficiente o por
la presencia de sustancias activamente inhibidoras; en 1la o

tra hipdtesis se dice que la causa de la latencia  es una



restriccidn en el intercambio gaseoso. Hay evidencias que su
gieren que los altos requerimientos de oxigeno de ciertas se
millas se deben a la presencia de inhibidores de la germina
cidén, por lo que se establece un puente entre las dos teg
rias del mecanismo de la latencia ({3).

Se congidera como germiracidn la serie de pasos que ocu
rren antes de que la radicula atraviege las cubiertas de la
'semilla (4), sierndo ésto Jltimo el primer signo visible de
la germinacidn (3).

Ia luz, la temperatura, el agua y la aereacién son les
factores mds importantes que afectan la germiracién de las
semillas, Hay semillas sobre las que la luz tiene un efecto
positivo en la terminacidn de la latencia por ejemplo lac
tuca sativa, y hay otras en las que el efecto es contrario
como es el caso de Helleborus niger. Ias temperaturas mini
ma, éptima y mdxima para la germinacidn también varia de una
especig a otra, en general las temperatures mfnimas para la
germinacién son menores para especies de clima témplado que
para especies tropicales, por ejemplo Fagus sylvatica germi
nard a temperaturas cercanas a O 0¢, [a penetracién de agua
y oxigeno a las semillas se ve influenciada por sus cubier
tas, por ejemplo las semillas de las leguhinosas presentan
cubiertas tan impermeables al agua que deben pasar por un pe
riodo en el suelo hasta que sus capas se rompan bajo la ag
cidn de los microorganismos del suelo o mecdnicamente deben
escarificarse; las cubiertas de las semillas de Avena fatua
interfieren en el intercambio gaseoso, 2l remover las cubiep
tas 1la recaptura de oxigeno por el embridén se incrementa
considerablemente (3).



Como las semillas tienen un contenido de agua relativa
mente bajo necesitan adqhirir cantidades considerables de
agua antes de que la germinacidn pueda ocurrir; inicialmente
el proceso de recaptura de agua es por imbibicién. ILas
propiedades imbibicionales de las semillas derivan de los
materiales coloidales que poseen especialmente protefnas y
almidones (3), la imbibicién permite la hidratacidn de 1los
tejidos y la activacidn de los sistemas metabdlicos que propi
ciardn el crecimiento del embridn (5). T

Uno de los cambios m4ds notables que ocurren cuando la
semilla estd en condiciones favorables para la germinacidn
es un incremento rdpido en la respiracidén. Durante los p}img
'ros pasos de la germinacién, debido a una restriccidn en la
recaptura de oxfgeno por la testa parece predominar la respi
racién anaerdbica y hay evidencias en chicharo de - acumula-
c¢idn de etanol asf como de que ocurre glucélisis anaerdbica
y fosforilacidn glucolftica poréue ge observa la utilizacidn
del fosfato inorgdnico del medio (3).

' Bajo condiciones aerdbicas el dcido pimivice producido
en la glucdlisis se oxida a bidxido de carbono y agua a tra
vés de la ruta de los dcidos tricarboxilicos, y ya que las
enrimas involucradas en esta ruta se localizan en la mitocon
dria, Conn en 1957 hizo preparaciones mitocondriales de semi -
llas germinantes y de semillas secas para ver en ambas la ag
tividad del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y encontrd
que en los pasos iniciales de la germinacidn el ciclo de los
dcidos tricarboxflicos es inactivo, ademds las mitocondrias
de gemillas secas son incapaces de efectuar la fosforilacidn

oxidativa. Otro hallazgo es el hecho de que en semillas se



cas de frijol el ATP estd ausente, pero aparece rdpidamente
después de la imbibicidn. Lo expuesto indica que 1la respira
cidn aerdbica se incrementa gradualmente con el progreso de
la germinacidn (3).

Ia via de 1las ventosas que es una ruta alternativa en
el metabolismo de carbohidratos se ha demostrado que estd
presente en semillas de frijol. Aungue la actividad de cier-
tas enzimas puede ser demostrada en semillas en latencia,
en general hay un marcado incremento en la actividad de mu
chas enzimas durante la germinacidn. Para algunas enzimas es
te incremento parece aey debido a su conversidén de una forms
inactiva a una activa.También hay sintesis de poyg de muchas
enzinas come lo demuestran los inhibidores de 1ls sintesis
proteica como el cloramfenicol., Ia estimulacidn de 1a for
macion de amilasa en el endosperﬁb de cebada por el'écido ei
berélico es un ejemplo de la sintesis de naye de una enzime
durante lz germinacidén (3) »

Durante la germinacidn de granos de cebdada los almidg
nes de reserva del endospermo son digeridos bajo la accidn
de varias amilasas, la alfa amilasa no es activa en £ranos
de cebada en latencia; pero aparece durante la germinacién.
Haverlandt en 1890 concluyé gue 1la alfa amilasa en'elrendog
permo de cedbada gue estd germinando es secretada por la capa
de aleurona.

51 hallazgo de Sachs de que la digestidn del endospermo
no ocurre cuando se remueve el embridn condujo a la hipdte
8is de que el embridn ejerce su accién a través de la produc
cién de giberelinas, esta hipéteeis fue confirmada por Paleg
quien estimuld la actividad de alfa amilaaa aplicando gibere
linas sobre semillas a las que les habia removido el embridn,



éate es, ademds, un ejemplo de control hormonal de la sip
tesis enzimdtica. Posteriormente se mostré que la formacidn
de alfa amilasa es inhibida por cicloheximida (por consiguien
te requiere sintesis proteica) y por actinomicina D (por con
siguiente requiere sfntesis de ARN) (3).

Se han observado cambios en el metabolismo de los 4deci
dos nuclefcos durante la germinacidn de las semillas, hay u
na sintesis activa de ARN y ésto aparentemente involucra to
das las fracciones de ARN, se observa un incremento rdpido de
polirribosomas y los experimentos con P32 muestran una incor
poracidn a la fraccién polirribosomal. Durante la maduracidn
de las semillas todas las fracciones de ARN disminuyen marca
damente y los ribosomas desaparecen casi completamente en el
endospermo, pero durante los estadios tempranos de la germi
nacidn estos proceszos son revertidos (3).

Resumiendo: al penetrar agus a la semilla se desencade-
nan los procesos bioquimicos que cubrirdn las necesidades
"del embridén: activacidn de enzimas que metabolizardn sustra
tos almacenados en el endospermo; sintesis proteica para cu
brir los requerimientos metabélicos y sintesis de dcidos np

cleicos para la expresién genética del embrién.

HORNMONAS EN LA GERNMINACION

Se ha estudiado el papel de las cinco clases de hormo
nas vegetales: auxinas, giberelinas, dcido abscisico, citocg
ninas y etileno (6) en la germinacién de semillas,

En numerosos estudios se ha demostrado que las gib€rel;
nas juegan un papel muy importante, por ejemplo, Fountain (7)
.~ imbivié un grupo de semillas sobre papel filtro en presencia



de giberelinas y otro grupo en presencia de agua y al compg
rar el tiempo de germinacidn de ambos observé que las gibe
relinas disminuyeron este perfodo, con lo que pudo compro
bar el efecto inductor de las giberelinas sobre la germina
cién, Paleg (8) determind wun incremento tanto en la activi
dad de alfa amilasa como en el consumo de ox{geno y produc
cidén de azicares reductores por 1a accidn de las gibereli-
nas. Siendo la alfa amilasa una proteinz los estudios de las
gibverelinas se enfocaron hacia la sintesis de proteinas, y
para dar sélo 2lgunos ejemplos puede mencionarse los traba
jos de Fountain (7) quien comprobd 1la accidn de las gibere
linas sobre la si{ntesis protefca al determinar mayor mimero
de polirribosomas cuande imbibid con giberelinas gque cuando
sélo usé agua, as{ también en sus experimentos de incorpora
cidn de leucina radioactiva, los granos tratados con gibere
linas presentaron aproximadamente el doble de la radiocactivi
dad espec{fica que log imbibidos con agua; por otre 1lado,
los estudios de Jacobsen {(9) se refierenna 1la caracterizé
cién de alfa amilasas sintetizadas en respuesta a la adicidn
de giberelinas, Upanhyaya (10) en los primeros dias de la
germinacidn detecté una disminucidn de deshidrogenasas pu-
diendo inferir que en los pasos iniciales de la germinacidn
es activa la iia de las pentosas.

Goleniowski (11) estudio el efecto del dcido abse{si
‘CO (ABA) sobre la germinacidn, adicionando concentraciones
de ABA (1 x 10°8 M — 2 x 10™% ¥), observé unma accién innibi
dora del ABA sobre el proceso. En sus estudios sobre el
ABA Glinka (12) determiné que inhibe la sfntesis prote{ca,
por‘su parte Fountain (7) encontré que el ABA retarda la sin
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tesis prote{ca, porque actdia antes de que los granos estén
completamente hidratados y la teoyia de Schopfer (13) es que
‘@1 ABA controla l2 recaptura de sgun en los tejidos embriong
rios mis que controlar la si{ntesis de dcidos nucleficos o pro
teinas, en sug estudios incubd semillas en ARA durante tres
d{as, luego lag seocd y las imbibid en ausencia de ABA sierdo
las semillas capaces de gerninar,

Por lo que respecta a la accién de las citocininzs,
Dunlap (14) y Pountain (7) con sus estudios pusicron de mani
fiesto la accidn inductera de las citocininas sobre la per

minacidn al revertir la accidn ivhibic¢ora impuosta por el
ABA,

El papel inductor del etileno sobre la germinac¢idn fue
demostrado por Xetring (15) quien utilizé para sus estudios
‘dos grupos de semillag, a uno de ellos le =aplicd etileno y

al comparar ambos grupog encontrd una mayor germinacidn en
 1as semillas tratadas con etileno. En eu investigacidn sobre
la funcidn del etileno Dunlap (14) impuso la latencia de
semillas con dcido absefsico o manitol y logréd el proceso
- germinativo con etileno pero en presencia de giberelinas por
lo que afirma que la funcidn inductora del etileno sobre la
- germinacién es dependiente de 1la presencia de giberelinas,
mds tarde Eastwell (16) afirmé que las paredes celulares ma
sivas de las capas de aleurona actuian como una barrera para
la liberacién de proteinas al medio, por su parte Ho (17) ed
servé que el etileno'reduce significativamente la cantidad
de alfa amilasa atrapada por las paredes celulares de la cs2
pa de aleurona.
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AUXINAS

El papel de las auxinas en la germinacidn es aun desco
nocido (18)., Ios estudios de aplicacidn de auxinas sobre se
millas para la observacidén de su efecto sobre el proceso no
han aclarado su papel sobre esta funcidn vegetal, en gene
ral se ha encontrado que la aplicacidén exdgena de auxina no
tiene efecto sobre la germinacién (18,19). Tilberg (18) pro
puso .que las semillas poseen un nivel de auxina endégeno ép
timo para la germinacidn, en su andlisis del contenido del 4
cido indolacético enddégeno durante la germinacidn de gemillas
de maiz, encontrd que el nivel de la hormona asciende rdpida
mente durante las primeras cuatro horas de remojadas las se
millas, que a las treinta y seis horas alecanza un mdximo y
entonces disminuye. Ia presengig de dcido indolacético en
las semillas y el hecho de que su~cdhtenido se incremente en
respuesta a un cambio de condiciones que favorecen la germi
nacién indican que el dcido indolacético es importante en el

proceso germinativo.

Otros estudios demuestran tambidn la importancia del 4
cido indolacético en la germinacién, por ejemplo Polevov en
1959 (citado en 1) demostrd que el contenido de dcido indol
acético en el grano de maf{z en el curso de su maduracidn se
eleva hasta principios de septiembre y que después disminuye
progresivamente, '

De acuerdo con Janssen (citado en 1) la resistencia de
cereales a la germinacién prematura estd en relacién al con
penido de auxina en el grano y demostré que en el curso de
1la maduracidén la auxina, abundante en el grano en estado le

12



choso se degrada mediante oxidacién y se forma 3-metilen
‘oxindol que es un inhibidor especifico de 18 germinacién
prematura.

Bandurski y sus colaboradores han hecho amplios es
tudios sobre el dcido indolacético: averiguaron (20) que
en las plantas ge encuentra en forma libre (activa) y
conjugada (inactiva). Estos investigadores postularon (21)
que los conjugados de dcido indolacético estdn en todos los
tejidos vegetales jugando un papel importante en el desarrp
1llo vegetal. Hmata ahora son cuatro lazg funciones que les
han encontrado: a) transporte; b) almacenamiento; c¢) proteg
cidén contra la oxidacién y d) control homeostdtico del deido
indolacético en la planta, también afirman (22) que los con
'Jugndos son sintetizados cuando los granos estdn zadurando y
son hidrolizadoa'dufante la germinacidn,

la destruccidn del dcido 1indolacético se lleva a cabo
mediznte oxidacidn, obteniéndose como producto el 3-metilen
oxindol, la oxidacién se efect\ia mediante dos procesos: uno
enzimdtico (obscuridad) y una fotooxidacidn. La oxidacidn en
zimdtica del decido indolacético en las plantas superiores re
quiere manganeso y la enzima es acelerada por monofenocles e
inhibida por polifencles, ya que las sustancias fendlicas
3e encusntran en cantidades considerables en las plantas, de
ben tener aléuna importancia como modificadores de 1la des

" truccidn de la auxina (3).

GERMINACION PREMATURA

Ia germinacidén prematura es un fendmeno anormal en las

semillas, ya que los granos germinan cuando el maiz se en
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cuentra aun en el proceso de maduracidn (23). la influencia
de las auxinas sobre la viviparidad fue considerada por
Eeuwens (24) quien al trabajar con semillas de chicharo,de
mostré que cambios marcados en la capacidad de germinacién
de los granoe durante la maduracién estdn fuertemente asocia
dos con cambios en la cantidad de auxina, sus afirmaciones
concuerdan con las de Routchenko (1) quien postuld que 1los
granos de mafz germinan sobre la planta antes de su completa
madurez si su contenido de dcido indolacético, que es normal
mente elevado en el estado lechoso, no disminuye al venir el
estado masoso. En sus estudios de induccidn experimental de
la germinacién prematura, Routchenko (1) inyecté una solu
cidén de dcido indolacético en granos de mafz en el estado ma
8080 y logré inducir la germinacidén.

Es probable que los niveles de dcido indolacético libre
se regulen segin los requerimientos del vegetal:si se requie
~ re dcido indolmcético libre hay hidrdlisis de conjugades y-
si se requiere una disminucidén del dcido indolacético 11~
bre éste se éonjuga. Como el nivel de fcido indolacético es
t4d relacionado con la germinacién (1), segin Epstein (22) su
control debe estar acompafiado por un control en 1a proﬁog
cién a 1a cual 1los conjugados son sintetizados ¢ hidroliza
dos. Ia observacidn de que durante la maduracién el conteni
do se dcido indolacético disminuye y que durante la germina
cién aumenta puede explicarse si se asume que los ésteres de
dcido indolacético son sintetizados cuando los granos estdn
madurando y son hidrolizados durante la germinacién (22). A-
- demds puedo‘bajar el nivel de dcido indolacético libre me
diahte su oxidaqidn que como afirmé Routchenko (1) conduce a
1a formacién de un inhibidor de 1la germinacién, pero requie

14



re de una actividad oxidativa adecuada que depende en gran
parte de la actividad del fierro y manganeso presentes en el

£rano.

METODOS PARA DETERMINAR ACIDO INDOLACETICO

A pesar de que hace muchos afios se reconocid al dcido
indolacético como hormona, su estudio no avanzd satisfactp
riamente debido a la carencia de buenos métodos para determi
narlo: los bioensayos son tardados y estdn influenciados por
otros componentes presentes en los extractos que los hacen
inespecificos y poco precisos y los ensayos colorimétricos
son inconvenientes por su poca sensibilidad. La cromatogra
f{a de gases; la espectrometria de masas; el ensayo espectro
fluorométrico en el que el dcido indolacético se transforma
a la alfe pirona indélica por reaccidén con annidrido acéti
co; y la cromatograffa de liquidos de alta presidn son los
métodos que actualmente estdn haciendo grandes contribucio

nes al estudio de las hormonas vegetales (25).

CROMATOGRAFIA DE 'GASES-FSPECTROMETRIA DE i174S4S (CG-EN)

Debido a que el 4cido indolacético <tiene un punto de
 ebullicidén relativamente alto,para su andlisis por este mé-
todo debe ser convertido a un derivado convenientemente vold
til y estable. Los derivados usados son muy variados, por
ejemplo, Nc Dougall (26) emplea un derivadoe sililado. Depen
diendo del derivado ée enfoca el espectrdimetro de masas a un
valor de m/¢ determinado, con lo que se logra detectar sdlo
los iones de interés. Al introducir la muestra al aparato

después de su ionizacidén por impacto electrénico ésta presep
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ta un espectro dc¢ mesas formado de un i6n molecular (i) ade
m4ds de numerosos fragmentos idaicos (26).

Allen (27) en su determinacidn de dcido indolacético me
diante esta técnica primero hizo la extraccidn; luego una pu
rificacidén mediante cromatografia en capa fina, después la
transformacidn 21 éEster etilico N-heptafluorobutilado del
dcido indolacético; continuando con la CG-EMN: los 1iones pro
ducidos por la ionizacidn de 1a muestra presentan una rela
cidén m/c de 399 y 326, la cuantificacidén la hizo por referen
cia a una curva de calibracidn (drea del pico VS concentra
ecidn de dcido indolacético) hecha con estdndares tratados de

igual forma que los extractos.

CROMATOCRAFIA DE LILUIDOS DE AITA PRESION (HPIC)

Ia cromatografia de liquidos de alta presidn es una té¢
nica que en los dltimos afios ha probado ser de gran utilidad.,
Se han usado columnas en fase inversa y detectores de UV o
fluorescencia y/o electroquimico.,

Para determinar dcido indolacético en extractos Durley
(28) primero realizé la extraccidn, luego purificé parcial
mente el extracto con sephadex. Posteriormente efectud 1la
HPIC usando columnas de octadecils{lica y microoctadecilsi
lica, un cromatdgrafo de liquidos con un monitor de absorbdan
¢ia UV, dos bombas, un programador de flujo del disolvenze.y
un inyector. la muestra disuelta en metanol la inyectd a una
columna y eluydé usando un gradiente de metanol en agua acidi
ficada, evapord el eluato al vacio y lo inyectd a una segun
da columna de donde eluyé nuevamente con un gradiente de me

tanol en agua acidificada, en esta segunda columna recromatp
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grafié la muestra, eluyendo con un gradiente de acetonitrilo
en agua, Ia cuantificacidn la hizo por medicidn de las altu

ras de los picos de absorcidn UV a 254 nm.,

DILUCION ISOTOPICA

Este método se basa en el hecho de gue un compuesto que
tenge un contenido isotépico es ingeparable por los procedi
mientos de laboratorio usunles de su mandlogo no isotdpico.la

cuantificacidn se hace de ncuerdo con la siguiente ecuamcidn:

Y:Q‘%"-l)](

X = cantided adicionada de compuesto marcado
Co = contenido isotdépico del compuesto adicionndo
¢ = contenido isotdpico del compuesto aislado
= cantidad del compuesto originalmente presente (29),
Por ejempio Epstein (22) en su estimacidn del dster de
mio-inositol del 4cido indolacético: primero aplicd el dster
radioactivo al material vegetal, luego hizo la extraccidn
seguida de purificacidn y reduccién de volumen, concluido lo
anterior aplicd las muestras sobre placas de silica gel don
de visuali2é el éster con el resctivo de Ehmann, 1la medicidn
de 1a radioactividad la efectud con un contador de centelleo.
la cantidad del dster originalmente presente en el teji-

do (Y) la determind con la ecuacidn mencionada.

DETERMINACICN DE ACIDO INDOLACETICO MEDIANTE
EL METODO DE FIUORESCENCIA DE LA ALFA PIRONA INDOLICA

Este método fue propuesto inicialmente por Stoessl (30)

y se basa en que el 4dcido indolacédtico al reaccionar con el

17



anhidrido acético en presencia de un catalizador produce un

compuesto fluorescente, la alfa pirona indélica:

Q 0
= g Ciz— C</ 0
I | O{i CATALIZADOR Z N
S . [ ahsstindufnt S
N CHy ™ Cx ™
H ¥

H CHs

Como catalizador de la reaccidn se usa un dcido de lewis
(31), al usar dcido trifluorcacético como catalizador de 1la
reaccidén, ésta se lleva a cabo en quince mirutos (30).

Eliasson (32) al realizar el método encontrd que es ng
cesario incluir procedimientos de purificacién que elimiren
los compuestos coloridos, porque é€stos hacen impositles las
lecturas de fluorescencia.

Debido a que el dcido indolacético es susceptible a la
oxidacidn (1) es necesario en lo posible evitarla, Iiro (133)
comprobé que el uso del antioxidante 2,6-diterbutil-4-metil-
fenol (BHT) durante la determinacidén incrementa la fluores-

'céncia y elimina su variasbilidad, por su parte Morris (34)
obtuvo buenos resultados usdndolo en concentracién G mM du-
rante su medicidn de dcido indolacético de extractos
vegetales,

. Stoessl (30) para transformar el 4dcido irdolacédtico a
la alfa pirona inddlica, le adiciond 1la mezcla de reaccidn
formada por anhidrido acético y dcido trifluoroacético, dejé
transcurrir quince mirutos, transcurrido dicho perfodo, paré
la reaccién‘adicionando_una‘soiucién de carbonato de sodio al
5 €, Fliasson (32) encontrd que 1los compuestos insolutles en
agua causan opalescencia.que restringe la determinaciér, por

lo que adiciond etanol para evitar la opalescgncia.
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Para cuantificar Stoessl (30) hizo una curva de cali
bracidn (Fluorescencia Relativa VS concéntracién de AIA) aque
prepard transformando soluciones de concentracidn conocida
de ATA, 2l compuesto fluorescente y leyendo la fluorescen-
cia relztiva contra un blanco, que prepard adicionando la go-
lucidn de carbonato de sodio antes de afiadir la mezcla de
reaceidn y cuyo objetivo es, eliminar otras fluorescencias a

jenns 2 la formacidn de la alfa pirona inddlica.
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OBJETIVO



Estudiar 1la variacidn en el contenido de dcido indo;
acéticq durante la maduracién de los granos de mafz de las
variedades H-32, H-139 y Criollo, con lo que se pretende

contribuir al conocimiento de los mecanismos de germinacidn
prematura.
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Se ugd mafz de las variedades H~-32, Criollo y H-139 dons
do por el Dr. Joaquin Ortiz Cereceres del Centro de Genética
del CQolegio de Posgraduados, Chapingo, México. De cada va-
riedad se¢ trabajaron muestras en tres diferentes grados de
maduracidn: estado lechoso (23-30 dias después de la floracidn)
estado masoso (50-57 dfas después de 1la florameidn) y madu-
rez comercial (125 dfas deapués de la floracidn).

. Loe reactivos que ge utilizaron fueron de grado q.p.
Acido trifluoroacdtico de Aldrich Chemical Company Inc.
Metanol de JT BHaker
Carbonato de Sodio de JVC
Hidréxido de potasio de JVC
B-mercapto etanol de Werck
Etanol de Yonterrey
Polivinil pirrolidona de Quimica_Farmacedtica latina S.A.
Dietil Amino Etil Celulosa de Sigma Chemical Company
Ditio carbamato de dietilo de Sigma Chemical Company
Acetato de amonio de Técnica Quimica S.A,

‘Acido acético de Técnica Quimica S.A,

Anhidrido acético de Técnica Quimica S.A,

Acido clorhidrico

Acido indolacético

Drierite (CaS0;) anhidro de W.A. Hammond Drierite Co
Ias soluciones que se usaron fueron :

Solucidn de NapCOy al 10 %

Solucidn de KOH 0.01 N

Solucién de NHy0Ac 0.1 M pH 6.5

Solucidén de NH,0Ac 0.01 M pH 6.5

Solucidén de CHYCOOH 1.5 M



Solucidn de HCL 2 M
Solucién de HC1 1 N
Los aparatos que se utilizaron fueron:
Balanza analitica Wettler H 80
Balanza granataria Ohaus
Bomba de vacio Sarbent Welch doble sello
Centrifuga c¢linica
Estufa de vacio Herneus

Piluordmetro Turnover modelo 110: M\ de ‘axcitacidn 60 =-m;
Ade emisidn 415 nm.

Licuadora Taurus

FNolino dulatti

PREPARACICK DE ACETATO DE DEAE-CEIULOSA (235

Se pesaron 20 g de DEAE-Celulosa en un vaso de precipi=-
tado de 400 ml, se adicionaron 200 ml de unz solucidn de EC1
1 N, se vacid fépidamente.a un biichrer (con un papel de fil
tracidn rdpida). Se lavd con 500 ml de agus, £l procedimien
to anterior se repitid tres veces. la DEAE-Celulosa ya lavada
se puso en contacto con 100 ml de 4eido acético rlacial, Se

removié el exceso de dcido lavando tres veces con 120 ml

de metanol.

PREPARACION DE POLIVINIL PIRROLIDONA

Se prepard de acuerdo con el método de Yorris (31) co
mo sigue: En un vaso de 400 ml se coloearon 120 g de poli

vinil pirrolidona, se afiadieron 100 ml de una solucidén de
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KCl1 2 M, rdpidamente se filtrd en un bichner (con un papel
de filtracidén rdpida). Se lavd con un litro de afua para
¢liminar el exceso de #cido., Se adicionarom 70 ml de wuna
solucién de NH,OAc C.O0l K hasta ajustar el pH de la poli
vinil pirrclidona a 6.5

CURVA ESTANDARD I DE AlSL.

Se prepararon seis tubos de ensaye con 0.5, 1, 2, 2 4
¥y 5 ug de dcido indolacético (AIA) disueltos en 1 ml de me
~tanol (30). A la solucidn inicial a partir de la cual se

hicieron las diluciones rara llegar a las concentraciones
mencionadns se le adiciond 2,6-diterbutil-d-metilfenol
{BHT ), 2 mg de BHT/ml de solucidn (23,24).

Se evapord el metancl de los tubos usando una corriep
te de ﬁitrégené; cuidando de no dejar residuos en las pa
redes (30).

la reaccidrn para formzr el compuesto Sfluorescente se
rizo mediante una modificacidn de la técnice descrita por
Stoessl (30), 2 dos tubos que funcionaren como blanco se
les agregaron 5 ml de une solucidn de NapCO: al 10 4, e los
ocho tubos se les agregd 0,1 ml de anhidrido acético vy
0.1 ml de Acido trifluoroacético,se agitaron los tubos y se
mantuvieron quince minutos & cero grados centigrados.frang
currido este tiemro, se agregd 5 ml de NapCOy a los tubos
que no se les habia adicionado, se agitaron, y a todos blos
tubos se les afiadid 1 ml de etanol, se filtraion‘las,suspeg
siones y selleyé 1a 'fluoresceneia relative, se calculéron

~las concentraciones de AIA en pg/ml de 1las soluciones

finale9:
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25 mg AIA

+ — 25 ml 1 mg/ml
50 mg BHT | (1 me/ul)

v'!
1ml = 10ml (100 ug/ml)
|

v

I 50 ml (10 ug/ml)
ml 4 ml

4 t
A CADA TUBO E LE ADIZIONO [ ml DY MPTANOL
- (que contlene 0 mg Qde B}{T/mi', de metanol )

| i L] \ &

10 ml 10 ml 10 ml 10 m1 10 m1 10 ml

A

0.5 ml 1ml

|

2 ml . 3

5 ml

Ui

e

(C.5 wg/ml) (1 pa/ml) (2 pa/ml) (3 pg/md) (4 pg/ml) (5 pg/ml)

|

S A——

1 ml 1 ml 1 m iml  1ml 1 m
'SE EVAPORO EL| KETANOL ECON UNA | CORRIENTE| DE NITLOGSNO
|
YA Ezco EL |AIA lTHANSFORMO A 1A |PIRONA,
LLEZGA rnosv 4 {UN VOLUhTN ml :
5 ml 6 ml 6 ml 6 ml 6 ml 6 ml

0,083 0.166 0.3:3\ 7 0.5 (o.ses) (0.333\
ue/ml ug/ml pe/ml ) | va/ml pe/ml | pe/ml )
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Se puso BHT en 1la solucién inicial (2 mg BHT/ml de
‘solucidén); pero como va disminuyendo al hacer 1las dilu
ciones, nuevamente se afiadid, esta vez en las soluciones
de las que se tomd el mililitro para el secado del AIA,
ge puso un ml de metanol gque contenia 20 mg de BHT/ml ya que
al hacerse 1la correspondiente dilucidén 1:10 el BHT que
dé en la relacidén adecuada (2 mg de BHT/ml de solucidn).

Se hizo 1la curva por triplicado, se promediaron los
velores de fluorescencia relativa y se graficaron los re
- sultados (GRAFICA No. 1) :

EXPERI - EXPERI EXPERI
MENTO MENTO

MENTO
1 2 3
FLUORES  FILUQRES  FILUORES
AIA  CENCIA CENCIA CENCIK -

RELA- REIA- RELA- " _ DESVIACION
(ug/ml)  TIVA TIVA TIVA X ESTANDARD
0.083 8.0 7.0 9.5 8.16 1,02
0.166 = 19.0 17.0 18.0 18.00 0.81
0.333 18,5 37.0 36.5 37.33 0.84
0.500 58,0 56.5 56.5 57425 0.75
0.566 77.5 73.0 72.25 2,2%%

- 0.833 98.0 ~ 96.0 91.5 95.16 2.71

N
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CURVA ESTANDARD II DE AIA.

Ona ’vez obtenida la curva estdndard I de AIA se hizo
otra curva sometiendo al AIA a las mismas condiciones que
se someterfan los extractos, que consiste en el tratamiento
de los mismos con polivinil pirrolidona y adsorcidn del AIA
en una columna de intercambio idnico de DEAE-Celulosa. Ilas
eolﬁmnas estdn constituidas por jeringas desechables de diez

mililitros desprovistas de émbolo y aguja.

Se empaquetaron 1las columnas de intercambio idnico
colocando en la punta de cada una un tapén de algodén de
0.0215 g. En vasos de  precipitado de 50 ml se  hicieron
suspensionee con 0.6 g d§'bEAE-061ulosa y 15 ml de una'eolu-
eién de NH40Ac 0.01 ¥ se pusieron las suspensionee en las
columnas rdpida y uniformemente, se agregaron 2 ml mds de
NH40Ac para arrastrar todo el cohtbnido del vaso que tam

bidén se llevé a la columna., Se ensamblaron a las columnas

en la parte superior otras columnas a las que previamenté.'

se colocé un tapdn de algodén de 0.1283 g€+ Aparte se prepg
raron cuatro vasos de precipitado de 50 ml con 10 ml de

solucidn conteniendo 0.996, 2.656, 5.312 y 7.96 pa/ml de AIA,
a la solucidén inicial de AIA a partir de la cual se hi-
- cieron las diluciones pare alecanzar las concentraciones men
cionadas se le afladié 2 mg de BHT/ml de solucién, a cada
vaso de precipitado se.le adic@on&ron 0.2 g de polivinil
pirrolidona, las sudpensibnea as{ formadas se pusieron en
las qalumnai suﬁerioroa, <p1 AIA Queda unido en las colum
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nas de intercambio, la solucién que sale se desecha. Des
pués se eluyéd el AIA de 1las columnas intercambiadoras .
con 9 ml de una solucidén de dcido acéticn 1.5 M, reci-
biéndolo en matraces aforados de diez mililitros, se &
foraron 1los matraces con metanol (que contiene 20 mg de
BHT/ml de FETANOL), de cada matraz se llevaron 3 ml a un
matraz de bola quickfit de 25 ml rara la evaporacién del
disolvente en uns bomba de alto vacfo (1 mm de Hg), se

conectaron a la bomba dos mangueras, con lo que se seca

ron dos muestras simultaneamente.

El AIA que  quedd como residuo en el matraz se trang
formé al compuesto fluorescente como se describid ante
riormente, _— =

Se leyé la fluorescencia relativa y se calcularon las
concentraciones de AIA : |
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25 mg AIA

+ R
50 mg BHD = 2\1 ml (1 mg/ml).

8.3 mlo 10 ml (830 pg/ml)

4 ml—~—~e— 50 m1  (66.4 pg/ml

TN\

0.15 ml 1.2 ml
1,45/ ml ~l.2iml 0.8 m 0.4 ;l
de me%tanol dé met&nol de metanol - de metpnol

SE AfORO A 10 |ml CON NH4PAc - 0.01 M
. w HI

10 ml 10 ml 10m 10 ml

(0.996{pe/ml) (2.656|ung/ml) (5.312 pg/ml)  (7.968 hg/ml)

ESTOS | 10 @) SE | INFRODUJERON | A LAS  COLUNAS

DE 105 10 ml ELUIDOS .DB TA COLUMNA SE_ TOMARON
3 mly PARA SECARJOS EN LA [BONMBA DE VACIO

y Sy Y ¥

iml iml 3ml iml

‘(2.988 pe/ml) (7.968|pe/ml) (15.936 pg/ml) (23.904 pg/ml)’

YA SECO EL AIA SE TRANSFORig A LA PIRONA,
‘LLEGANDOSE A UN VQLUMEN DE ml -
V v )
6 ml 6 ml 6 ml 6 ml

(0,498 pg/ml) (1.328 pé/ml) (2.656 png/ml)  (3.984 pg/ml)

1



Se promediaron los valores de fluorescencia relativa

ob-

tenidos y se procedié a construir la gréfica (GRAFICA No. 2) :

AIA  EXPERIMENTO 1 EXPERIFENTO 2  EXPERINENTO 3
(ma/ml) TUREESRENGTA  FLUQEESRRICIA  FIUORESCENCIA
0,498 1 14 14
1,328 32 32 32
2,656 59 62 56
3.980 86 87 90
EXPERINENTO 4  EXPERINENIO 5  EXPERINENTO '6
PLUORESCENCIA  FLUORESCENCIA  FLUORESCENCIA DESVIACION
RELATIVA REIATIVA REIATIVA T  ESTANDARD
7 13 100 11.50 2.50
32 26 31 30.83 2.40
59,00 2.40
91 86 88 88.00

1.91
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Se calcularon 1las pendientes de las dos curvas estdp
dard para corregir por pérdidas durante 1la determinacidn
(GRAFICA No. 3)

la pendiente de la curva I se consideré como el 100 %
y se calculd el porcentaje de la curva II con respec-
toalal

3.4 m— 100 4

0.672 X X = 19,76 ¢

'100% - 19,76 £ = 80.23 %

Ia correccién aplicada fue que a cada una de 1las cop’
centraciones obtenidas por interpolacién de los valores
de fluorescencia relativa en la curva estdndard I se les copn
siderara como el 19.76 %, se caleculd el 80.23 £ de éstas y
se sumaron los dos valores: '

ng/ml obtenidos en la interpolacién 19,7653 4

X+ pg/ml obtenidqaroh 1a 1nter§olac16q1- ue/ml corregidos
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DETERMINACION DEL % DE HUMEDAD

Usando el molino se pulverizd la muestra, una parte del
polvo se pesd y se metid a la estufa de vacio a 50 9C hasta
peso constante,lo anterior fue posible cuando el mafz es =na
duro comercialmente ya que facilmente se realiza la pulveri
zacidén: pere cuando estd en los estados lechoss y masoso no
es posible su pulverizacidn por lo nu: se pesaron unos gra
nog y se metieron a 1z estufa de vacio una vez eliminada la
humed~i que les impedia ser molidos se pesaron y se moliercn,
‘“ﬁha parte del polvo se pesd y se metiéd a la estufa hasta pe
so constante, se sumaron los dos porcentajes de humedad para '

obtener el £ de humedad de la muestra.

®, = muestra himeda
Bgy = miestra semihdmeda

muestra semihumeda que se lleva a peso constante

mshu
ng = muestra seca

B -32
LECHOSO ¥AS0S0
ng 0.9570 ¢ 0923 &
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CRIOLLO

MADUREZ
LECHOSO MASOS0 COMERCIAL
m), 20.1120 g 20.4241 ¢
Mah 9.2743 g 14.2047 ¢
msh' 1,0103 ¢ 1,0095 ¢ 1.0082 g
L 0.9199 ¢ 0.8976 g 0.8911 ¢
H-139
: - : " MADUREZ
LECHOSO ¥ASOS0 COMERCIAL
My, 20,1905 g 20,0467 g
Mgy 7.2262 ¢ 15.4484 ¢
Mgpt 1,0198 ¢ 1.0102 ¢ 1.0160 ¢
mg - 0,9154 g 0.9220 ¢ 0.9014 g

DETERMINACION DEL AIA DE ILAS KUESTRAS

' las muestras se prepararcen con los granos de diez mg
torcas, de cada mazorca solamente se usé el 60 % central, se
homogenizd le muestra y de allf se tomaron diez gramos para
preparar el extracto en una adaptacién del método de Morris,

“como sigue : _

" En un vaso de precipitado de 250 ml se pesaron 10 g de
muestra afiadiendo 16 ml de'metanol, 4 ml de una solucién de
NH,0Ac 0.1 N, 40 mg de BHT, 40 mg de DISCA y 2 gotas de P-

mercapto-etanol, se molié lz mezcla durante un minuto y se

-



centrifugd dos minutos a 2500 RPK. El sobrenadante se llevd
a 100 ml coq‘NH40Ac, con 10 ml de esta solucidn se hizo 1la
suspensidn de polivinil pirrolidona y se continud el proce
dimiento que se describid para la curva estdndard II, se u
86 un blanco de extracto que se tratd de la misma manera gue
en la curva estdndard. 1los valores de fluorescencia relati
va obtenidos se interpolaron en la curva estandard I y como

se muestra en el ejemrlo siguiente se calcularon las concen-

Yraciones de AIA de cada una de las muestras.

desvig
cidn interpolando
- estan- en 1la corrigiendo con 1la
FR XFR dard curva I curva 17T

76 79,33 3.39 0.695 pg/ml  0.695 uwg/ml - 19,7653 ¢
78 X = 2.821 pg/ml

84 ‘ 0.695 pg/ml + 2.821 pg/ml = 2,51 pg/ml

considerando las diluciones en cada paso del rrocedimiento
y vara dar los resultados en pg/g :

(3.51%%)(6 mi)(;%_%f_)

10eg x 10 xd
100 ml

= 70.2 pg/e

consider=ndo el % de humedad de la muestra :
% de humedad = 55.69 % . 44.3 % de muestra
Se usé un gramo de maiz hdmedo y descartando 1la humedad

corresponde a 0,443 g

T2 P . 158.46 pese
0.443 g 2 .
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RESULTADOS Y DISCUSIOFN
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El método que se empled para la determinacidn del AIA
consta de cuatro pasos: 1) extraccidén del AIA de los gra
nos de mafz; 2) purificacién del extracto; 3) eliminacién
del disolvente; y 4) transformacién del AIA 2 la alfa pirona

indélica para su determinacidn mediante fluorométria.

EXYTRACCTION

El extracto se prepard adicionando a granos de maiz:
a) metanol, como disolvente, b) acetato de amonio 0,1 ¥ pH
6.5, para asegurar la presencia del AIA libre y eliminar
proteinas, y ¢) B-mercaptoetanol, ditiocarbamato de dietile
(DIECA) y 2,6-diterbutil-é4~metilfenol (BHT ), para proteger
al AIA de la oxidacidn, se molid y se centrifugdé a 2500 RPM{
el sobrenadante gse llevé a un voiﬁméﬁ de 100 mi con acetato

de amonio 0.0l ¥ pH 6.5

El metanol al 80% resulta un disolvente apropiado tanto
del AIA como de los antioxidantes adicionados. Hemberg (36)
en su estudio sobre disolventes para la extraccidn del AIA

- encontrd al metanol comovel nds adecuado.

Tomaszewski (37) en sus trabajos  sobre la .deacarbg
xilacién del AIA encontrd que al DIECA actda como .un po-
deroso inhibidor. de la oxidacidén enzimdtica del AIA, debji
do a qué_es inestable en una solucién ligeramente dcida:
(CoHg )oNCSSH ———mm= (CoHg),NH + COS + HpS , ¥ eus productos

de descomposicién actdan como inhibidores de la enzima.
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Por otro lado Iino (33) encontré que el BHT ademds de

proteger al AIA de la oxidacidn, aumenta la fluorescencisa,
' por lo que se agregd BHT para tener la concentracidn 9 mM su
gerida por Norris (34).

Hemberg (36) observéd gque la duracidn de la extraccidn
tiene una influencia determinante sobre el rendimiento de
AIA del extracto, ya que un periodo de extraccidén largo pue
de admitir la sintesis de 4TA de sus precursores o la hidrd
lisis de 1las formas conjugrdas., Una extraccidn conveniente
para AIA libre requiere un pH dcido, en cambio la extraccidn
de AIA conjugado réquiere gue se realice una hidrdélisis alca
lina: para hidrolizar ésteres basta una hidrdlisis suave con
NaOH 1 N a 22-2% C¢ durante una hora, e cambio para hidroli
‘zar AIA peptf{dico se requiere una hidrélisis en Ka OH 7 N
2 100 °C durante tres horas (18). En este trabajo se extra
Jo AIA libre.

PURIFICACION

Como se requiere la elininacién - de pigmentos y fenoles
gue se encuentran en cantidades considerables en los extrac

tos vegetales (3), en el procedimiento de purificacién se in

cluysron dos columnas, una de DEAE-Celulosa para eliminar
los pigmentos y otra de polivinil pirrolidona (PVP) para eli
minar los fenoles (34).

Se ha pronuesto que la PVP elimina 1los fenoleg de los

extractos vegetales mediante 1la formacidén de puentes de hi
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drégeno (39,40). Andersen (41) estudidé la influencia del pH
sobre la adsorcidn de los fenoles por la PVP y sugirid, que
los enlaces formados, son del tipo de puentes de hidrdgeno,
Y2 que determinando el espectro de absorcidn entre 220 y ‘
420 nm, de soluciones de fenoles a pH 8.5, 6 y 3.5, encontré
gue el pH mis adecuado para el enlace fue 3.5. También efec
tué la disociacidn del enlace que se forma entre los fenoles
y la PVP, utilizando Urea 8 M (que experimentalmente se em

plea para disociar puentes de hidrdgeno).

Después de eliminados los fenoles al hacer pasar el ex
tracto a traiéé de 1la columna de DEAE-Celulosa, el ééido ig
dolacético al igual que los pigmentos se retienen en la co
lumna débido a que los Acidos se enlazan a los grupos iéni
cos de la resina formando una sal, posteriormente de la cQ
lumna se eluye el 4cido indolacético con 4cido acético mien.

tras que los pigfmentos quedan retenidos (34,235).

Fue indiépensable afiadir nuevamente una concentracién.'
9 mM de 2,6-diterbutil-4-metilfenol al deido indolacético
eluido de ias‘columnas porque siendo un fenol es eliminado
del extracto gl pasar por 1 éolumna de PVP,

Se tuvo que hacer una estandarizacién en las columnas
con el objeto de'hacer muy similar elltiempo'de elucién. Pa
 ra ésto se pesd el algoddn que se puso en la punta de las co-
lumnag, y la cantidad de PVF y DEAF~Celulosa fueron constan |
tes, el transvasado de las suspenaionés 8 las columnas se hi
zo lo mds uniformemente posible, Ia purificacién se hizo por

tripliecado. '
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ELININACION DEL DISOLVENTE

El método fluorescente exige que se tenga 4dcido indo}
acético sin disolventes protdénicos, por lo que el disolvente
de 1a solucidn de Acido indolacdtico, que estd formado por
90 % de dcido acético y 10 % de metanol se evapord en una
bomba de alto vacio , el metanol se deja evaporar lentamente
para que no se extienda en Ihs paredes del matraz; se pretepn
de.que el 4cido indolacético ocupe la menor superficie del
matraz, ya2 que 21 formar la pirona como el volumen dé la mez
cla de reaccidn es muy vpequefio (0.2 ml) el dcido indolacéti
"co que quede en las paredes del matraz tendrd menos posibili-
dades de porerse en contacto con la mezcla de reaccidn y lo
mds probable es que ocasione pérdidas de dAcido indolacético

por una mala evaporacién del disolvente,

TBANSFOHEACION DEL ACIDO INDOLACETICO A IA
ALFA PIRONA FIUORESCENTE

Para formar 1las alfa pironas jindidlicAs se requieren:
a) derivados inddélicos que tengan la posicidn 2 libre y un
grupo carboximetilo en la posicién 3, b) anhidrido acético

y ¢) un catalizador (30).

Ia reaceidn es una sustitucidn electrofilieca en 1a posi
cidn 2 del indol, y el catalizador de la reaccién puede ser
cuzlquier dcido de Iewis que acepte el par electrénico pro
porcionado por el dxigeno del anhidrido, mediante esta coor
dinacidn se forma el electrdfilo que sustituye al hidrdgeno
de la posicidn 2 del indol : |
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Aunque el método no distingue entre el  deido indol
acé€tico y dcidos indolacéticos sustituidos en el anillo be;
cénico o en el 4tomo de nitrdgeno, ésto no es una limita
¢idén importante, ya que Stoessl (30) al probar diferentea‘ig
doles, solamente encontré dos pironas con propiedades espec
troscépicas similares a la obtenida a partir de deido indolz
acético, la pirona obtenida a partir de 4-Cl-AIA y la obteni
da a partir de 5-0OH-AIA. Otro problema posible es la conver
sién‘de decido indolpirivico a ATA (33), esta conversidn se
disminuye significativamente reduciendo la duracidén de la
extraccién, Ia formacién de 1la alfa pirona indélica no in
cluye a los conjugados, de hecho cumndo se quiere determinar
AIA conjugado se recurre a una hidrélisis alcalina (42), En
nuestra determinacién la posibilidad de cuantificar conjuga

dos radica en aquellos que se llepuen a hidrolizar durante
la extraccidn.

Durante el transcurso del tiempo de. reaccién para 1la
formécién de la piroha .se agitan repetidas veces los'matrg
ces con el fin de poner en contacto el dcido iandolacético
con la mezcla de reaccidn.

Para parar la reacéidn se usa una éolucidn de carbonato
de sodio,que elimina el exceso de anhidrido acético, inicial
mente se tenia probléma en eate ﬁunto, ya que usando como
Stoessl (30) una solucién de carbonato de sodio al § 4 la e
liminacién del anhidrido acético se obtenfa sélc parcialmen
te ocasionando turbidez en las soluciones, que hacia imposi
ble laé lecturas, este problema se soluciond usando la solu
cidn de carbonato de sedio al 10 %.
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Para tener un blanco de extracto, se adicioné a una
muestra antes de 1a mezcla de reaccidn el carbonato de
godio (30), como 1la reaccidén del anhidrido acético con el
carbonato de sodio eg rdpida, elimina el anhidrido acético
impidiéndole reaccionar con el dcido indolacético para for
mar l2 pirona, con este blanco se elimirman otras fluores
cencias que podrian estar en el extracto y que no gean
debidas a la pirona.

Lg fluorescencia obtenida se compard con una curve es
tandard que se muestra en la pdgina 33. Esta curva se cons
truyd dando a muestras conocidas de AIA el mismo tratamiento
gue & los extractos.y se hizo con el fin de evaluar pérdidas
de AIA durahte el procedimiento, en su elaboracidn se usa
ron soluciones de diferente concentracidén y se emplearon
tres juegos de columnas para que el tiempo empleado en some
ter a las soluciones al procedimiento d¢ purificacién fue
ra éimilar al tiempo empleado en la purificacidn de los ex
tractos, considerando que a mayor tiempo el AIA es mis sus
ceptible de sufrir fotooxidacidn (3).

103 resulta2dos obtenidos se.muestran en las grdficas
4y 5. Al analizar los resultadqs puede verse lo sipguiente:

2) En las tres variedades de maiz estudiadas , el
contenido de humedad varfa iaversamente con la maduracién
del grano, ya .que el orden ascendente de maduracién es :
lecho80 ——>» mMas0s0 —== madurez comercial. El mayor con
tenido de humedad corresponde a la variedad H-139 en el esta
do lechoso,
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b) Hay diferencias en el contenido de dcido indolacético
de los granos de maiz de una variedad a otra. Puede verse
en la grdfica 5 que en el estado lechoso la concentracidn mds
alta de AIA estd en la variedad H-139, que segsin los resulta
dos de la evaluacidn realizada por por el Dr. Joaquin Ortiz
Cereceres (43) es 1la que presentd el mayor porcentaje de
germinacidn durante el ciclo agricola 1982, |

¢) El contenido ée dcido irdolacético de las tres varie

dades de mafz estudiadas, disminuye 2l aumentar la maduracidn
~de los granos como se muestra en la griafica 5. Ias tres va-
riedades en éstado masoso tienen un contenido bajo de AIA.
De acuerdo con Routchenko (1) el maiz germina en estado mé-
§5080 cuando su contenido de AIA es muy alto. Dur~nte 1982 no
se presentd en forma significativa la germinacidén prematura,
probablemente vor la sejguia que hubo y puede afirmarse .que
- las tres variedades de malz estudiadas presentaron una cop
ducta normal en lo que se refiere a variacidén en el contenido
de dcido indolacético durante la maduracidn.

47



MADUREZ
COMERCIAL

LECH0SO
Jmasoso

P

11.27

67.87

T

B11.61

58.01

6,26

2

LRI

" 55.69

% bE nusenan N

06T

s0T1

107

—_
-+
=
o~

gof
70
60
50T
40
30 1

GRAFICA No. & : VARTACIONES DEL CONTENIDO DE
HUMEDAD DURANTE LA MADURACION

48

H-139

CRIOLLO

iH-32 .



(334

ROIOVENGYR ¥1 JLNVENG 091I1ID¥IOGNT

“OR VOIIVYS

-

OQI0V 3d OQINILIR0D 12Q STTOIDVIYVA

AlA(pg/ml) ]
340

320 1

309

280 1

260

260
220 1
200

189

160
140 1
120 1

100 1

g0t

60t

40

20

10

20 30 40

LECHOSO

50 . 60
NAS0S0

90 100 110 120 130 - dias dupu!l de ia floracibn
MADUREZ CUHEI(ClAI.



.E 1
. :

50



~ Se determind dcido

indolacético durante la maduracién de

semillas de maiz de las variedades H-32, H-139 y Criollo,

usando una adaptacién del método de la alfa pirona pro

puesto Por Stoessl

(30).

- El aislamiento y la purificacidén del dcido indolacético se

llevaron a cabo por una modificacidn del método propuesto

por Morris (34), consistente en la eliminacidén de fenoles

en una columna de

dcido indolacético

- Los resultados que
variedades de mafz
minuye al aumentar

polivinil pirrolidona y adsorcién del

en otra columna de DEAE-Celulosa.

se obtuvieron indican que en las tres
el contenido de dcido indolagético dis
la maduracién-de los granos. la varie

dad que en el estado lechoso presentd un contenido mayor
de dcido indolacético fue la H-1139,

El hecho de que el contenido de dcido indolacético dis-

~minuya al aumentar el grado de maduracidn, indica una varia

cién normal del contenido de dcidb indolacético en las va-

briedadea de mafz estudiadas.

51



»

BIRLIOGRAFTIA

52



' lc-

Q.-

10."

. ll o=

Routchenko W, (1972). Causes de 1la germination sur
plante de grain inmatures de mals. Ann Agron 23 (4):
445-459.

CP-UNANM informe sobre la reunidn de germinacidén prematuras
se semillasg, Chapingo, Mézico. G-septiembre-1980, |
¥ilkins K.B. (1369). Pnysiology of Plant Crow & Develop
ment. MNcCraw-Hill. london. pags.: 15, 28, 805-644.

¥aver A.JM. (1974). Control of seed germination. Ann Rev
Plant Physiol. 25: 167-193,

Chen S5.5.C. (1973). Hormoaes and seed dormancy. Seed Sci
& Technol. 1: 325-338. _

Thimann K.V. (1974). Fifty years of plant hormone research.
Plant Physiol. 54: 450-453.

Fountain D.7. (1976). lattuce seed germination. Fodulation
of pregermination protein gynthesis by gibberellic acid,
abscisic acid and cytokinin, Plant Physiol. 58: 5205135, |
Paleg L.C. (1960). Physidlogical,effects of gibberellic

‘acid: I. On carbohidrate metabolism and amylase activity

of barley endosperm. Plant Physiol. 35: 293.299,
Jacobsen J.B. (1982). Characterization of the «-amylages

‘synthesized by aleurone layers in response to gibberellic

acid. Plant Physiol. 70: 1647-1653.

Uvandhyaya M.K. (1981). leveles of glucose-é-phosphate
and 6-phosphog1uconate dehydrogenaseg in the embrycs and
endosperms of some  dormant and nondormaant lines of Avena
fatua during'germination. Can J. Bot. 59 : 1640-1646,
Goleniowski F.E. (1976) Efecto del 4dcido abscisico s8¢
bre la‘germinaciQQ de Eragrostis curvula. Interaccidén con
otros reguladores del crecimiento y sus efectos sobre di
terent§s énzimas, -@YTON 34 (2) : 169-177.

.53



Glinka Z.L. (1971).Abscisic acid raises the permeability
6f plant cells to water. Plant Physiol. 48: 103105,
Schpfer F. (1979). Control of seed germination by abs-
sicic acid. Plant Physiol. 64: 822-827.

Dunlap J.R., (1977). Reversal of induced dormancy in
Iettuce by ethylene, kinetin,and gibberellic acid.Plant

. Physiol. 60 : 222-224,

15 .=

16 [

17 o=

18.-

19.-

- 20.-

2le-

Ketring D.L. (1963). Ethylene as a comﬁonent of the ema

nations from germinating Peanut seeds and its effect on

dormant Virginia-type seeds. Plant Physiol 44: 326-330.
BEastwell K.C. (1982). lodes of ethylene action in the

release of -amylase through cell walls of barley aleu~

rone layers, Plant Physiol. 69: 563-567.

Ho 7.D. (1982), Effect of ethyvlene on the release of

A%-aﬁylase through cell walls of'barley aleurone layers.

Plant Physiol. 69 : 112821111, v
Tilverg E. (1977). Indolacetic acid levels in Phaseolus,
Zea and Pinus during seed germination. Plant Physiol, 60:
317-319, |

Xhan A.A. (1971). Cytokinins : permisive role in seed
germination. Science 171 : 853-859.

Bandurski R.S5. {(1977) Photoregulation of the ratio of

‘ester to free indole=3l-acetic acid. Biochem Biophys Res

Comm. 79 : 1219-1223.

Cohen J.D., Bandurski R.S. (1982). Chemistry and physio
logy of the bound auxins. Ann Rev of Plant Physiol. 33:
403-430.

- 54



224~
23.-
24 4~
25,.~

26 [ Rad

27 [ L
) 28 [ ol

29 .=

'30--

Epstein E. (1980). Concentration and metabolic turnover

of indoles in germinating kernels of Zea mays L, Plant
Physiol 65 : 415-421.

Félix R. (1981). Tesis de maestrfa en ciencias. Cermina
cién prematura de mafz en México. Colegio de Posgradua-
dos. Chapingo, léxico.

Eeuwens C.J. (1975). Seed énd pod wall development in
Pisum sativum, L. in relation to extracted and avplied
hormones. J. Exp Bot. 26 {90) : 1l-14.

Sweetser P.B. {(1978). 1Indole~3-acetic acid levels of
plant tissue as determined by a new high verformance
ligquid chromatographic method .Plant Physiol 61: 254-258
McDougall J. (1978). Analysis of indole-}-acetic acid

‘using gas chromatography-mass spectrometiy techniques,

In isolation of plant growth substarice, J.R. Hillman
Cémbridge University Presa.‘London-New York-kelburne.
Allen J.R.F. (1982). Quantification of indol-l-yl ~cetic
acid in vea and maize seedlings by ' gas chromatography-
mass spectromefry. Plant Fhysiol. 69 : 950-956.; '
Durley R.C. (1978). Analysis of abscisins and 3eindoly-
acetic acid in leaves of Sorghum bicolor by high perfor
mance liquid chromatographf. Can J Bot. 56: 157-161.
Rittenberg K., (1940). A new procedure for guantitative
analysis by isotope dilution with aplication to the
determination of amino acids and fatty acids., J. Biol
Chem. 133 : 737-T44, | |

Stoessl A. (1970). Determination of submicrogram levels
of indole~3l-acetic acid :A new, highly specific method,
Anal Biochem 314 : 344-351.

K3



31.~ Plieninger H. (1964). Indolo- «-pyrone und indolo-=
'-pyridone, Chem Ber 97 : 667-681. '

32.- Eliasson L. (1976). Reliability of ihe indolo-x-pyro .
ne fluorescence method for indole-3-acetic acid deter
mination in crude plant extracts. Fhysiol plant 36 5
16-19,

J3.- Tino M. (1980). Improved procedure for the estimation
of nanogram quantities of indole-~3.z2cetic zacid in plant
extracts using the indoloe~=pyrone {liuorescence method.
Plant Physiol. 66 : 1099-1105,

34,- lorris R.0. Comunicacidn Personal.

35.= Rousser G. (1969), Diethvlaminocethyl and triethylamino-
ethyl cellusose column chromatographic procsdures for
phospholipids, glycolipids and pigmenis. Nethods in en
zimology XIV : 272-300.

36.- Hemberg T, (1980). The influence of the extraction pro
cedure on yiel of indole-3-acetic acid in plant extracts.
Physiol Plant. 50 : 176-182. _

37.- Tomaszewéki M. (1966). Interactions of Phenolic acids,
Metallie ions and Chelating agente on auxineinduced
growth. Plant Physiol. 41 : 14413.1434,

38.- Bandurski R.S. (1977). Concentration of indole-3-acetic
.acid and its derivatives in plants. Plant Physiol. 60:
211-213. '

39.- Loomis W.D. (1966). Plant Phenolic compounds and the
isolation of plant enzymes. Phytochem. 5 : 423-438.

56



40,- Gleen J.L, (1972), Use of insoluble polyvinylpyrrolidone
for purification of plant extracts and cnromatography
of plant hormones., Phytochem., 11 : 345-351.

4l.- indersen R.A. (1968). Optimum conditions for bonding
of plant phenols to insoluble polyvinylpyrrolidone,
Phytochem. 7 : 293

42,- Iino M. (1982). Estimation of free, conjugate, and
diffusible indole 3 acetic acid 1in eticlated maize
shoots by the indolo==<pyrone fluorescence method.

Plant Physiol. 69 : 950-356 '
43, CP-UNAM Informe de actividades 1979-1983. agosto 1983,

57



	Portada
	Contenido
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivo
	Materiales y Métodos
	Resultados y Discusión
	Resumen y Conclusiones
	Bibliografía



