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La frambuesa es una frutilla de gran demanda actual en el mercado internacional.
Su principal atractivo radica en el alto contenido en vitaminas A y C, fibra,
nutrientes como Ca y Fe, flavonoides y antioxidantes entre los que destaca el
acido elagico en su fruto. Estos compuestos, ademas de ser integrantes en su
aroma y sabor, contribuyen a fortalecer el sistema inmunoldgico del ser humano
contra enfermedades como el cancer, diabetes y de origen cardiovasculares. Las
hormonas endégenas influyen en el rol de esas moléculas durante el crecimiento
y desarrollo del fruto en varias especies horticolas. En frambuesa, es
desconocido la presencia de hormonas naturales en el fruto. Por ello, se investigo
la posible presencia de hormonas en frutos de frambuesa cv. UANC-2022, en el
departamento de Horticultura de la Universidad Autdénoma Agraria Antonio Narro,
utilizando la técnica de cromatografia de gases y espectrometria de masas con
un diseiio completamente al azar y una comparacion de medias de Tukey (p 2
0.05). Se identificaron las giberelinas A4, A7, A44 y As3; la auxina acido indol
acético y las citocininas zeatina y zeatina ribdsido. Estos resultados ofrecen la
ruta para estudios futuros y dirigidos hacia como estas hormonas participan en el

crecimiento y desarrollo del fruto en frambuesa.

Palabras clave: Bioreguladores; crecimiento; cromatografia; frutillas



ABTRACT

IDENTIFICATION OF AUXINS, GIBBERELLINS AND CYTOKININS IN FRUITS
OF RASPBERRY (Rubus idaeus L.)

By:

MANUEL ESPINOSA VAZQUEZ

MASTER OF SCIENCE IN PRODUCTION SYSTEMS ENGINEERING
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

Dr. HOMERO RAMIREZ RODRIGUEZ - ADVISOR

Saltillo, Coahuila July 2024

Xi



Raspberry is a crop of great demand in recent years in the international market.
This distinction is focused on its high content in vitamins A and C, fiber, nutrients
such as Ca and Fe, flavonoids and antioxidants among which elagic acid stands
out. These compounds besides to be as part of aromatic and taste characteristics
of the fruit, contribute to the immunology human system strengthening. In
particular against diseases such as cancer, diabetes and cardiovascular.
Endogenous hormones direct the role of these molecules during fruit growth and
development in several horticultural species. In raspberry it is unknown. For this
reason, it was investigated the presence of endogenous hormones in fruits of
raspberry cv. UANC-2022, in the Department of Horticulture at the Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, using the gas chromatography mass
spectrometry technology under a complete randomized design and a Tukey's
mean comparison (p 2 0.05). The following hormones were identified: gibberellins
A4, A7, A44 y As3; the auxin indole acetic acid and the cytokinins zeatin and zeatin-
riboside. These results open a new alternative for future studies related to the role

of endogenous hormones in the growth and development of fruit in raspberry.

Key words: Bioregulators; berries; chromatography; growth
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INTRODUCCION

Los biorreguladores son un amplio grupo de compuestos organicos y sintéticos
el cual incluye las fitohormonas, extractos naturales o compuestos sintéticos
(Srivastava et al., 2016) y surgen como una herramienta prometedora para la
agricultura ofreciendo mejores oportunidades para mejorar el desarrollo, calidad
y rendimiento, permitiendo asi poder mejorar la eficiencia y bajar los costos de
produccion en cualquier cultivo horticola (Nevins, 1995).

Las fitohormonas u hormonas vegetales son compuestos organicos producidos
por las plantas a muy bajas concentraciones (Alcantara-Cortes et al., 2019),
participan en varias respuestas fisiologicas en las plantas como germinacion, el
enraizamiento, la floraciéon, maduracion, senescencia, entre otros (Castro-Camba
et al., 2022) ademas de tolerancia a diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico
(Fahad et al., 2015). A diferencia de las hormonas animales las fitohormonas no
son producidas por glandulas, sino que se producen en cualquier parte de las
plantas y pueden ser transportados o utilizados en el mismo lugar que se produjo
(Gaspar et al., 2003) de acuerdo con su estructura y funcién fisiologica las
fitohormonas han sido clasificados en varios grupos siendo las principales
giberelinas, citoquinas, auxinas, acido abscisico, etileno, entre otros (Aguilar et
al., 2010).

El cultivo de frambuesa continia en expansion constante. Esta frutilla en afios
recientes ha adquirido relevancia horticola mundial principalmente por su alto
valor econdmico y por la riqueza alimenticia que proporciona al consumidor;
particularmente, por su alto contenido de antioxidantes, minerales y vitaminas.
En la actualidad, para satisfacer la alta demanda en el mercado internacional se
requiere implementar nuevas tecnologias que permitan mejorar su rendimiento y
calidad. En 2021, México se distinguié como el segundo productor mundial de
esta frutilla con 128,848 t y destacd como uno de los de mayor rendimiento por
hectarea en el mundo al promediar 18.8 t ha-1 (SADER, 2021). El valor de
exportacion en 2022 superé los $1000 millones de ddlares. El tamario del fruto
de frambuesa representa un importante indice de referencia para su precio en el

mercado. En frutos como manzano, tomate y chile habanero se ha demostrado



la presencia de hormonas enddgenas como giberelinas y citocininas (Ramirez et
al., 2021). Estas hormonas han sido relacionadas con el crecimiento y desarrollo
del fruto. Las citocininas directamente involucradas en la divisién celular al inicio
del crecimiento (Bu et al., 2020; Costa y Botton, 2022); mientras que, las

giberelinas en la elongacion del fruto (Sansavini et al., 2019).

OBJETIVO
Indagar la presencia de hormonas vegetales en frutos jévenes de frambuesa cv.
UANC-2022

OBJETIVO ESPESIFICO
Determinar que hormonas vegetales se encuentran presentes en frutos jévenes
de frambuesa cv. UANC-2022
HIPOTESIS
Existe la presencia de hormonas vegetales enddégenas en frutos jévenes en
desarrollo de frambuesa cv. UANC-2022



REVISION DE LITERATURA
Generalidades del cultivo

Origen

El frambueso, conocido cientificamente como Rubus idaeus L, se cree que se
origind en Grecia, especificamente en el Monte Ida (Kosinski y Malinski, 2013;
Sobczykiewicz, 1992; Snir, 1988). Desde alli, se extendié a ltalia, los Paises
Bajos, Inglaterra y eventualmente a América del Norte (Kosinski y Malinski, 2013).
La planta ha sido cultivada durante casi 400 anos, con esfuerzos deliberados de

cria que han llevado a mejoras significativas en sus variedades.
Taxonomia
La taxonomia de Rubus idaeus L, que es la especie de la frambuesa roja comun,

se clasifica de la siguiente manera:

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Rubus idaeus L.

Clasificacion taxondmica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Subfamilia Rosoideae
Género Rubus
Especie Rubus idaeus

Fuente: Jennings et al., 1991



Morfologia

La morfologia de la planta de frambuesa (Rubus idaeus L.) se puede describir de
la siguiente manera:

Raiz: La planta de frambuesa tiene un sistema radicular que puede extenderse
ampliamente en el suelo. Las raices pueden dar origen a brotes nuevos a través
de yemas que se desarrollan lateralmente en las raices (Garcia et al., 2014).
Tallo: Los tallos de la frambuesa son de naturaleza lefiosa y pueden ser cortos o
largos, dependiendo de la variedad y de las condiciones de crecimiento. Estos
tallos pueden surgir de yemas en las raices, y también pueden desarrollarse
como brotes laterales en los tallos existentes (Morales, 2009).

Hojas: Las hojas de la frambuesa son alternas y generalmente estan compuestas
por tres o cinco foliolos. Son de forma ovalada y tienen bordes serrados. Las
hojas son verdes y pueden tener un tono mas claro en la parte inferior (Nievas et
al., 2023).

Flores: Las flores se agrupan en inflorescencias y son muy atractivas y
apetecibles por las abejas ya que, ademas de polen, tienen mucho néctar. Son
hermafroditas, de color blanco, compuestas de cinco pétalos con numerosos
estambres y pistilos y, si bien la inmensa mayoria de las variedades son
totalmente auto fértiles, la polinizacién cruzada puede mejorar las producciones.
El caliz es persistente y esta formado por cinco sépalos de pelosidad variable
(Garcia et al., 2014).

Frutos: El fruto de la frambuesa es una baya compuesta formada por numerosos
frutillos, cada uno desarrollado a partir de un carpelo individual. Los frutos
maduros son de color rojo intenso y se desprenden facilmente de la planta

cuando estan maduros (Morales, 2009).

Requerimientos climaticos y manejo agronémico

El cultivo se desarrolla en climas templados con inviernos bien definidos, donde
las temperaturas oscilan entre 5 y 20 °C. Las temperaturas elevadas favorecen
la fotosintesis y el crecimiento de la planta, mientras que las bajas temperaturas

son esenciales para el proceso de floracion, requiriéndose entre 700 y 1,200



horas de frio durante el invierno. En cuanto al suelo, es fundamental que sea
profundo, fértil y tenga buen drenaje, ya que la planta es muy susceptible a la
asfixia radicular. Se recomienda el uso de suelos de textura arenosa o franco-
arenosa, con un pH ligeramente acido y una conductividad eléctrica inferior a 1.2
dS/m (Nievas et al., 2023; Privé et al., 1993; Hudson, 1959)

Se pueden encontrar dos tipos de frambuesas: reflorecientes (remontantes) y no
reflorecientes. Las variedades reflorecientes pueden dar dos cosechas al ano, la
primera cosecha se obtiene de la parte apical del tallo y la segunda de las yemas
laterales. Las variedades reflorecientes requieren menos horas de frio (Kazakov
y Evdokimenko, 2010; Weber et al., 2004). Por otro lado, las variedades no
reflorecientes crecen durante el primer ano y fructifican en el segundo afio.
Generalmente necesitan un soporte en forma de V y deben ser podadas después
de la cosecha (Garcia et al., 2014).

La época de plantacion normal es de invierno a primavera, pero si se tienen
condiciones Optimas se puede hacer en cualquier época del afio con variedades
reflorecientes. La distancia entre calles que facilita las labores mecanicas es de
2 a 3 metros. La estructura preferida para desarrollar este cultivo bajo cubierta
en México es el macrotunel, ya que permite tener una atmosfera semi-controlada.
La poda en frambuesa tiene distintas finalidades, entre estas: sanitarias,
estructurales, reproductivas y de cosecha. Las actividades se dividen por la
temporada en que son efectuadas: invierno y verano. Las podas de invierno son:
Sanitaria: se eliminan aquellas plantas enfermas, con mala apariencia y que
alberguen plagas. Raleo: limita el numero de cafias por metro cuadrado para
proveer suficiente espacio de desarrollo, facilitar la cosecha y mejorar la entrada
de luz. Se manejan de 20 a 25 cafias por metro cuadrado para una produccién
optima. Rebaje: se realiza el despunte de las cafias en variedades reflorecientes
que produjeron durante finales de verano y otofio con la finalidad de que la parte
despuntada produzca fruto en los laterales de la siguiente temporada y se sugiere
dejar al menos de 15 yemas o nudos. Canas de segundo afo: se identifican
aquellas que terminaron su ciclo productivo y se eliminan para dejar espacio a

los tallos de una nueva temporada. A piso: se realiza en variedades reflorecientes



y se poda a ras del suelo para eliminar las cafias de primavera con el objetivo de
concentrar la produccion en el otofio (Nievas et al., 2023; Linnemannstons, 2020).
El manejo del agua en la frambuesa es critico, ya que requiere una cantidad
suficiente de agua para llevar a cabo cada una de sus funciones metabdlicas y
fisiologicas, un rango razonable va de 238 — 207 en un sistema de microaspersion
o de goteo (Rolbiecki, 2001), sin embargo, es una planta altamente susceptible a
la asfixia radicular por lo que un exceso de humedad en el suelo o sustrato puede
mermar la produccion. Satisfacer las necesidades hidricas del cultivo se logra
tomando en cuenta los requerimientos del cultivo, la evapotranspiracion y el tipo
de suelo. El riego se puede medir y monitorear mediante el uso de los sensores,
tensiémetros etc., ademas son herramientas que permiten decidir la frecuencia y
cantidad de riego requerida para satisfacer la demanda de agua diaria del cultivo.
El método mas eficiente para proporcionar agua a la planta es el riego por goteo,
y al mismo tiempo es un sistema que permite incorporar las fuentes de nutrientes
al riego (Bryla et al., 2008).

El manejo integrado de plagas (MIP) implica medidas como la prevencion,
monitoreo, nutricion adecuada, practicas culturales, control biolégico y control
quimico (Martinez, 2010). Algunas plagas importantes pueden llegar a
presentarse incluyen la arana roja (Tetranychus urticae), la mosca del vinagre
(Drosophila suzukii), trips (Frankliniella occidentalis, Thrips tabaci), cabritos
(Aegorhinus spp) y mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum, Bemisia tabaci).
Es importante utilizar una combinacidn de herramientas y técnicas para minimizar
el impacto negativo en el ecosistema, incluido el control quimico, pero priorizando
métodos menos dafinos (Cisternas et al., 2000)

Enfermedades: El manejo integrado de enfermedades (MIE) implica diagndstico,
control cultural, genético, biolégico y quimico (Gaitan et al., 2013). Las
enfermedades comunes incluyen roya (Pucciniastrum americanum), moho gris
(Botrytis cinerea), agallas de la corona (Agrobacterium tumefaciens), marchitez
(Verticillum spp.), pudriciéon del cuello y raices (Phytophthora spp.), y oidio

(Sphaeroteca macularis). Practicas como seleccion de plantas sanas, uso de



variedades resistentes y manejo adecuado del cultivo pueden reducir la

incidencia de enfermedades (Cisternas et al., 2000)

Importancia econémica

El cultivo de berries es una importante actividad socioeconémica de México
siendo los principales productores Jalisco, Baja California y Michoacan los cuales
incluyen cultivos como el arandano (Vaccinium spp.), frambuesa (Rubus idaeus)

y zarzamora (Rubus ulmifolius) (Lagunes-Fortiz et al., 2020).
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Figura 1. Tendencia de la produccién de frambuesa en México de los afos 2005
— 2022 fuente: FAO, 2024



Requieren inversiones considerables de capital para su cultivo, su elevada
rentabilidad, el rapido retorno de la inversion, los altos requerimientos de mano
de obra, la versatilidad en la produccion de frutos para consumo y las
posibilidades de exportacion factibles, los convierten en cultivos con un gran

potencial agricola (Gonzalez-Ramirez et al., 2020).
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Figura 2. Tendencia del rendimiento en México de los afios 2000 — 2022 fuente:
FAO, 2024

Los berries son consumidos tradicionalmente en las regiones del norte de
Ameérica y Europa; sin embargo, en los ultimos afios la demanda mundial de estos
productos se ha incrementado, lo cual ha promovido un incremento en su

produccion a nivel mundial (Gonzalez y Johnson, 2015).



Cuadro 2. Los primeros 10 paises con mayor produccién de frambuesa (Rubus
idaeus L.) en el 2022.

Area Valor (ton)
Federacion de Rusia 212,300.0
México 173,741.7
Serbia 116,093.0
Polonia 104,900.0
Estados Unidos de América 76,480.0
Espafa 45,420.0
Marruecos 45,039.5
Ucrania 33,570.0
Portugal 29,300.0
Reino Unido 16,343.0

Fuente: FAO, 2022

Fitohormonas u Hormonas Vegetales
Giberelinas
Las giberelinas son un grupo de fitohormonas esenciales que juegan un papel
fundamental en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Descubiertas en la
década de 1930 gracias a estudios sobre el hongo Gibberella fujikuroi, estas
hormonas han sido objeto de numerosas investigaciones debido a su capacidad
para influir en diversos procesos fisioldgicos vegetales (Hedden et al., 2002).
Hasta la fecha, se han identificado mas de 130 tipos de giberelinas en plantas,
hongos y bacterias. Estas se nombran con las siglas GA seguidas de un numero,
como GA1, GA2, etc. Entre ellas, las giberelinas GA1, GAs y GA4 son las mas
comunes Yy estudiadas, siendo GAs (acido giberélico) particularmente activa y
ampliamente utilizada en aplicaciones agricolas (Sponsel y Hedden, 2004).
Las giberelinas tienen multiples funciones en las plantas. Promueven la
elongaciéon y division celular en los tallos, resultando en un crecimiento en

longitud. Este efecto es especialmente notorio en plantas enanas o en aquellas
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que requieren un mayor desarrollo vertical. En algunas especies, las giberelinas
pueden desencadenar la floracion, particularmente en plantas que florecen en
dias largos. Por ejemplo, en la espinaca y ciertas gramineas, la aplicacion de
giberelinas puede sustituir la necesidad de un largo periodo de luz diurna.
Ademas, Influyen en el tamafio y la forma de los frutos. En uvas, por ejemplo, la
aplicacion de GAs se utiliza para producir bayas mas grandes y mejorar la calidad
del racimo. Pueden inducir el desarrollo de frutos partenocarpicos, es decir, frutos
sin semillas, lo cual es beneficioso para ciertos cultivos comerciales (Kalra y
Bhatla, 2018a; Lopez-Lauri, 2016; Gallego, 2008).

A nivel molecular, las giberelinas actuan regulando la expresion génica. El
proceso se inicia con la percepcion de la giberelina por receptores especificos en
la célula, que activan una cascada de senalizacion. Esto lleva a la degradacion
de las proteinas represoras DELLA, que inhiben el crecimiento. Una vez
degradadas, se libera la inhibicion y se activan genes responsables de la

elongacion celular y otros procesos de crecimiento (Fukazawa et al., 2021).

Auxinas

Las auxinas son un grupo de fitohormonas fundamentales en la regulacién del
crecimiento y desarrollo de las plantas (Yue et al., 2014). Descubiertas a principios
del siglo XX, estas hormonas han sido objeto de extensa investigacion debido a
su papel central en procesos como la elongacion celular, la formacion de raices
y la respuesta a la luz. La auxina mas comun y estudiada es el acido indolacético
(AIA o IAA por sus siglas en inglés). Ademas del AlA, existen otros tipos de
auxinas naturales y sintéticas, como el acido indolbutirico (IBA) y el acido
naftalenacético (ANA), que se utilizan ampliamente en investigaciones y
aplicaciones agricolas (Enders y Strader, 2015).

Las auxinas tienen una variedad de funciones en las plantas, los cuales
promueven la elongacion de las células en los tallos y otros 6rganos vegetales
(Beya-Marshall et al., 2022). Las auxinas activan bombas de protones en la
membrana plasmatica, acidificando la pared celular y facilitando su extension.

Estimulan la formacion de raices adventicias y laterales. Esta propiedad es
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utilizada en la propagacion vegetativa de plantas, donde el AlA o IBA se aplica a
esquejes para fomentar el enraizamiento (Montri et al., 2023). Regulan la
dominancia apical, un fenomeno donde la yema apical inhibe el crecimiento de
yemas laterales. Participan en las respuestas de fototropismo (crecimiento hacia
la luz) y gravitropismo (crecimiento en respuesta a la gravedad). En el
fototropismo, las auxinas se redistribuyen hacia el lado sombreado del tallo,
promoviendo la elongacion celular y causando que la planta se incline hacia la
luz (Friml, 2003).

Las auxinas funcionan a nivel celular y molecular mediante la regulacién de la
expresion génica. Las auxinas se perciben por receptores especificos en la
célula, que luego activan una serie de sefales que culminan en la degradacion
de represores de la transcripcion. Esto permite la activacibn de genes
responsables de la expansion celular, diferenciacién de tejidos y otros procesos
de crecimiento (Woodward y Bartel, 2005; Benkova et al., 2003).

Citoquininas

Las citoquininas son un grupo de fitohormonas que juegan un papel vital en la
regulacion de la division y diferenciacion celular en las plantas (To y Kieber, 2008).
Descubiertas en la década de 1950 Skoog y sus colaboradores aislaron una
sustancia a partir del ADN del esperma de arenque, un pez del género Clupea
(Kalra y Bhatla 2018b). Al aplicar esta sustancia a cultivos de tejido de tabaco,
observaron que inducia la divisién celular, a este compuesto se le dio el nombre
de kinetina. A pesar de ser una sustancia natural, la kinetina es considerada una
citoquinina sintética, ya que no se produce de manera enddgena en las plantas,
estas hormonas han sido objeto de extensos estudios debido a su influencia en
una variedad de procesos fisiologicos esenciales para el desarrollo y crecimiento
vegetal. Las citoquininas se dividen en dos categorias principales: citoquininas
naturales y citoquininas sintéticas. Entre las naturales, la zeatina es una de las
mas comunes. Entre las sintéticas, la 6-bencilaminopurina (BAP) y la kinetina son
ampliamente utilizadas en investigaciones y aplicaciones agricolas (Feng et al.,
2017).
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Las citoquininas tienen multiples funciones en las plantas. Promueven la mitosis
y la division celular en las raices y los brotes. Las citoquininas son esenciales
para el crecimiento y desarrollo de nuevos 6rganos vegetales y tejidos. Trabajan
en conjunto con las auxinas para regular la diferenciacion de las células. En
presencia de citoquininas y auxinas, las células pueden diferenciarse en distintos
tipos de tejidos vegetales (Kieber y Schaller, 2014). También, las citocininas
retrasan la senescencia de las hojas y otros 6rganos vegetales. Esto se debe a
su capacidad para mantener la sintesis de clorofila y proteinas, prolongando asi
la vida util de los tejidos vegetales. También contrarrestan la dominancia apical
inducida por las auxinas, promoviendo el crecimiento de yemas laterales y
ramificaciones. Este equilibrio entre auxinas y citoquininas es crucial para la

arquitectura de la planta (Kieber y Schaller, 2018).
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal, sitio y disefo.
La investigacion se realizé en 2023 en el laboratorio de fisiologia vegetal en el
departamento de Horticultura de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
en Saltillo, Coahuila, México ubicado en las coordenadas 101°01’ longitud oeste
y 25°21’ latitud norte. Se utilizaron grupos separados de 50 frutos de 5 semanas
de edad de plantas de frambuesa cv. UANC — 2022. Los analisis para auxinas,
giberelinas y citocininas se realizaron con tres réplicas técnicas utilizando un
disefio completamente al azar y los datos obtenidos, cuando aplicable se

sometieron a una comparacion de medias con la prueba de Tukey (P< 0.05).

Extraccion, purificacion e identificacion.

La extraccion de los tres grupos hormonales se efectud con la técnica de Ramirez
et al. (2021). Las muestras de frutos fueron colectadas de plantas experimentales
y congeladas en nitrégeno liquido, molidas en mortero y secadas en un
liofolizador FSF -18N (Huanghua F. Inst. Co. Ltd. China) a — 40 °C. Las auxinas,
giberelinas y citocininas fueron extraidas con metanol al 80%, filtradas y el
residuo reextraido en tres ocasiones con metanol al 80%. Los filtrados se
integraron y luego se dividieron en tres grupos. La purificacién de muestras para
auxinas y giberelinas fueron ajustadas a un pH de 3.0 con HCI y se les realizd
una particion con acetato de etilo en cuatro ocasiones. Se ajusto el pH a 8.0 con
solucion Buffer de fosfato (0.1 M), se agregd 5 g de PVP, se filtré y ajustd el pH a
3.0 con HCI. Se realizé particion con acetato de etilo, luego se seco la muestra.

Para el analisis de giberelinas se utilizé la técnica reportada por Ramirez et al.
(2018) como se ilustra en la figura 3, cada muestra fue pasada por una columna
de acido silicico (15 x 25 cm) y la columna eluida secuencialmente con 100 mL
de acetato de etilo 10, 20 y 30 % en n-hexano saturado con &cido férmico (0.5
M). Las muestras purificadas fueron disueltas en gotas de metanol y metiladas
con diazometano. Una porcion del extracto metilado se disolvié en piridina y se

tratd con trimetilclorosilano y hexiametildisilazano.
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Figura 3. Diagrama de flujo del procedimiento utilizado para la extraccion y

purificacion de extractos de frutos en desarrollo de frambuesa para el analisis de

giberelinas mediante GC-MS



15

Se examinaron alicuotas utilizando una cromatografia liquida de gases (GLC)
Pye 104 acoplada a través de un separador de membrana de silicona a un
espectrometro de masas de doble haz AElI MS30. Las columnas de vidrio
silanizado (213 x 0.2 cm) se empaquetaron con 2% de SE-33 en 80-100 Gas
Chrom Q. El caudal de He fue de 25 mL/min y la temperatura de la columna se
program¢6 de 180 °C a 280 a 2 °C/min. La EM se determind a 24eV a una
temperatura de la fuente de 210 °C y una temperatura del separador de 190 °C
con una velocidad de barrido de 6.5 s por década de masa. Los espectros fueron
reordenados por un ordenador DEC Linc 8. La identificacion y cuantificacion de
las giberelinas se llevd a cabo mediante la comparacion de los espectros KRI y
MS de sus derivados de ésteres metilicos de trimetilsililo con los de las muestras
auténticas.

Las auxinas endogenas fueron analizadas con la técnica modificada
parcialmente de cromatografia de gases y espectometria de masas reportada por
Muller et al. (2002), utilizando el isétopo [13C6] AIA (CLM-1896-0; Cambridge
Isotope Laboratories, Inc., Andover, MA, United States) como un estandar interno.
El extracto de cada muestra fue evaporado hasta obtener la fraccién seca y
suspendido por 5 minutos en metanol al 80% (v/v), luego secado en un
concentrador centrifuga. La auxina en el extracto fue trimetilsillado con N-metil-
N-trimetilsilil-trifluroacetamida (MSTFA) a 80 OC durante 30 minutos. Las
muestras fueron liofilizadas por 24 horas y luego disueltas en hexano. Cada
alicuota fue inyectada a una cromatografia de gases y espectrometria de masas
GC-QqQ MS (7890a-5975b; Agilent, Santa Clara, CA, United States) integrada
con una columna de vidrio salinizada DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.10 ym; Agilent,
Santa Clara, CA, United States). La temperatura de inyeccion e interfase se
mantuvo a 260 oC y 280 oC respectivamente. El gradiente de temperatura en la
columna se mantuvo a 80 oC por 2 minutos, luego se incrementd a 6 oC por min-
1 hasta alcanzar 250 oC, seguido de 20 oC por min -1 hasta alcanzar 300 oC. La
molécula enddégena de AlA fue identificada con el diagndstico comparativo de
muestra del tejido y el i6n de is6topo [13C6] AlA referido anteriormente (Muller et
al., 2002).
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Los extractos de muestras para el analisis de citoquininas fueron purificados con
la técnica de Nandi et al. (1990) ilustrada en la figura 4. La fraccion extraida fue
diluida en etanol (50 %) y pasada por una columna Dowex 50 WX8 (2.5 x 13 cm),
lavada con 250 mL de etanol + 150 mL de agua purificada. Esta combinacion fue
descartada a temperatura de 6 °C y las citoquininas presentes fueron eluidas con
50 mL 1N y 250 mL 3N de solucién de amoniaco. Estas fracciones se integraron
y fueron secadas en evaporador rotativo. Luego, la muestra fue recogida en
metanol (20%) y alicuotas fueron pasadas a través de una columna HPLC OSD-
2 (10 mm de diametro interno x 150 mm). Las citoquininas fueron eluidas con
metanol (80 %) y acido acético (5 %). Estas fracciones de citoquininas
permetiladas se identificaron y compararon con el estandar zeatina y zeatina-R
utilizando un cromatégrafo de gases-espectrometro de masas (GC-MS, QP-
5000; Shimadzu Inc., Kyoto, Japdn) para el analisis de monitorizacion de iones
selectivos (SIM) con una columna capilar de silice fundida (CBP1, 0,22 mm i d x

25 m; Shimadzu Inc., Kyoto, Japon) segun Watanabe et al. (2008).
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Figura 4. Diagrama de flujo del procedimiento para la extraccién y purificacion de

extractos de frutos en desarrollo de frambuesa para citoquininas utilizando HPLC

y GCMS-SIM
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RESULTADOS Y DISCUSION
Giberelinas.
El analisis de la espectrometria de masas se centrd en la fragmentacion de iones
prominentes en el pico correspondiente al tiempo de retencion de las giberelinas
auténticas (Ramirez et al., 2018). El cuadro 3 muestra el indice de retencion en
kovats (KRI) y su patron de fragmentacion e intensidad relativa para las
giberelinas biolégicamente activas e inactivas encontradas en el tejido del fruto
de frambuesa. Se observd la presencia de las giberelinas biolégicamente
inactivas A44 y As3 en la fraccion del 10 % de acetato de etilo/n-hexano; con un
KRI de 2417 y 2512 kovats respectivamente. Las giberelinas biolégicamente
activas A4 y Ar se identificaron en la fraccion del 20 %. Estas hormonas

endogenas mostraron un KRI de 2488 y 2416 kovats respectivamente.

Cuadro 3. indice de retencién (Kovats) de giberelinas en frutos de frambuesa cv.
UANC-2022

Giberelina KRI? Patron de fragmentacion e intensidad relativa (%)

GA, 2488 [418 (21), 403 (2), 400 (12), 386 (25), 284 (100)]

GA, 2416 [416 (10), 193 (12), 179 (5), 155 (13)]

GA,, 2417 [492 (26), 293(81), 251(26), 238(5), 209 (100), 207 (90), 193 (11)]
GAs; 2512 [432 (52), 251 (7), 238 (42), 207 (100), 193 (10), 180 (12)]

aKovats, media de tres réplicas.

La identificacion de las giberelinas A4, A7, A44 y As3 en los frutos de frambuesa
(Cuadro 3) puede contribuir a enriquecer el conocimiento de estas hormonas en
su crecimiento y desarrollo. La presencia de giberelinas A4 y A7 en el fruto puede
reflejar la importancia de estas hormonas en el proceso de su crecimiento como
lo sefialan varios autores (Wu et al., 2024; Alghonmeen et al., 2020, Tombegavani
et al., 2020). Esta bien establecido que cuando se aplican GA4 y GA7 exdgenas
ambas hormonas estimulan el crecimiento del fruto en tomate, pimiento, pera y
otros cultivos (Zhang et al., 2024; Ramirez et al., 2016; Bakrim, 2007). Las
giberelinas A4 y A7 son hormonas enddégenas que se desplazan por diferentes
organos de la planta; mientras que las giberelinas A44 y As3 se clasifican como
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hormonas biolégicamente inactivas (Alghonmeen et al., 2020; Tombegavani et
al., 2020; Ramirez et al., 2018).

La identificacion de las giberelinas A4, A7, A44 y As3 en esta investigacion y
reportes previos (Tombegavani et al., 2020; Pichardo-Gonzalez et al., 2018),
permiten hipotetizar sobre el grado en que las giberelinas pudieran estar
involucradas en la fase de crecimiento del fruto de la frambuesa. La tasa de
hidroxilacion se ha relacionado con el movimiento de las giberelinas dentro de la
planta (Ramirez et al., 2018). La inyeccion de giberelinas marcadas a tejido de
frutos intactos ha demostrado que cierto grado de hidroxilacién es necesario para
su movimiento. La GAs3 es una hormona inmovil (Ramirez et al., 2018); mientras
que, la GAs (Ramirez et al., 2016; Pichardo-Gonzalez et al., 2018) y la GA4
(Cuadro 3) se desplazan del fruto al tejido del dardo en manzano (Ramirez et al.,
2016). Por lo tanto, es posible que las giberelinas A44 y As3 se encuentren
inmovilizadas debido a su falta de hidroxilacion. Se sabe que la [3H]-GA4 se
desplaza fuera de los frutos hacia el brote del dardo sin ser hidroxilada (Ramirez
et al., 2018). Por lo tanto, sobre la base de estos resultados, es posible que las
giberelinas mas altamente hidroxiladas GA4 y GAr (Ramirez et al., 2021;
Pichardo-Gonzalez et al., 2018; Singkaew et al., 2018) pudieran tener un rol en
el proceso de crecimiento de la frambuesa; mientras que las giberelinas A44 y Ass
al carecer de hidroxilacion, parecen no participar en el proceso referido al
compararlas con las GA4 y GA7 que poseen mas grupos hidroxilo (Cuadro 3). Por
lo tanto, la presencia de una gama de giberelinas identificadas en el fruto de
frambuesa abre nuevas posibilidades para explicar la forma en que pueden

ejercer su efecto durante el crecimiento y desarrollo del fruto de frambuesa.

Auxinas.
La presencia de la auxina acido indol acético (AlA) fue detectada en el tejido del
fruto de frambuesa en desarrollo. Esta hormona fue primeramente identificada a
través del escaneo al ser comparada con la referencia del isétopo [3Ce] AIA
(Figura 5) y posteriormente en la cromatografia de gases y espectrometria de

masas refiriendo su espectro de masas con el estandar de la auxina sefialada
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(Figura 6). La molécula del acido indol acético mostré un maximo de 197 de rango
de masa y una intensidad relativa del 100 % (Figura 6). La presencia de auxinas
en frutos en desarrollo ha sido reportada en drupas como ciruelo, chabacano y
durazno (Dedong, 2022; Gharesheikhbayat y Pirkhezri, 2022) y en pomaceas
como manzano (Busatto et al., 2022; Griffith et al., 2022).

Acido Indol Acético (AIA)
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Figura 5. Cromatograma del ion escaner de acido indol acético en fruto de

frambuesa cv. UANC-2022 (a) y su comparativo con el isétopo [13C6] AIA

estandar (b). Cada pico representa la media de tres replicas.
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Las auxinas contribuyen a mejorar la calidad de fruta cosechada y conservar su
calidad comestible en poscosecha (Morales-Payan, 2022). Ademas, estas
hormonas juegan un papel crucial en la prevencion de la caida prematura de los
frutos (Dong et al., 2024). El acido indol acético es la molécula que con mayor
frecuencia es identificada en esas especies y se relaciona como un estimulante
del crecimiento del fruto en su primera fase (Costa y Botton, 2022; Bu et al,,
2020). Lo anterior refleja la importancia de esta hormona enddégena que también
podria ejercer un rol fisiolégico durante el crecimiento y desarrollo inicial del fruto

de frambuesa.
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Figura 6. Espectro de masas para acido indol acético (AlA) presente en frutos de

frambuesa cv. UANC-2022. Datos representan la media de tres réplicas.

Citocininas.
La presente investigacion en frambuesa resultdé en la identificacion de las
citocininas enddgenas zeatina (Z) y zeatina-ribésido (ZR). El espectro de masas

de ambas moléculas se ilustra en las figuras 7 y 8 respectivamente.
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Figura 7. Espectro de masas para zeatina (Z) presente en frutos de frambuesa

cv. UANC-2022. Datos representan la media de tres réplicas.

La presencia de estas hormonas vegetales endogenas fue evidente y auténtica
al comparar su espectro de masas con el estandar correspondiente durante el
proceso de analisis con la cromatografia de gases y espectrometria de masas.
La molécula de zeatina mostré6 un maximo de 342 de rango de masa y una
intensidad relativa del 24 % (Figura 7); mientras que en la zeatina ribdsido se
observé un rango maximo de masa de 339 a una intensidad del 25 % (Figura 8).
La posible participacion de las citocininas enddgenas en el proceso de
crecimiento del fruto en frambuesa no es concluyente. Wang et al. (2024),
menciona que las citoquininas juegan un papel clave en la proliferaciéon celular
del desarrollo de los frutos. El uso de citocininas exdgenas estimula el crecimiento
del fruto en chile jalapefo y chile habanero (Ramirez et al., 2016; Honda et al.,
2017). Aremu et al. (2020) reportaron incrementos en el rendimiento y la calidad
de frutos cuando se aplican citocininas exdgenas a varias especies frutales.
Existe evidencia que las citocininas estimulan el crecimiento de la fruta cuando

se presenta una deficiencia en la funcion fisiolégica de la semilla (Ding et al.,
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2013). Matsuo et al. (2012) establecieron el papel de la regulacién de las
citocininas en el desarrollo del fruto. Los hallazgos de Zy ZR en este estudio se
ven respaldados por los informes de Emery et al. (2000) quienes encontraron cis-
zeatina, trans-zeatina y zeatina-ribésido durante el desarrollo del fruto en el
altramuz blanco y por Rijavec y Dermastia (2010), quienes sefalaron la
importancia de estas citocininas en el desarrollo de sus frutos. Los resultados de
este estudio y los reportes de otros autores son prometedores (Miransari y Smith,
2014; Sansavini et al., 2019), sin embargo, mas investigacion es requerida sobre
la presencia de citocininas y su rol en el proceso de crecimiento y desarrollo del

fruto en frambuesa.
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Figura 8. Espectro de masas para zeatina ribésido (ZR) presente en frutos de

frambuesa cv. UANC-2022. Datos representan la media de tres réplicas.
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CONCLUSION
Las siguientes hormonas endogenas fueron identificadas en frutos de frambuesa
cv. UANC-2022 utilizando la técnica de cromatografia de gases y espectrometria
de masas: giberelinas A4, A7, A4s y Assz; la auxina acido indol acético y las
citocininas zeatina y zeatina ribosido. Estos resultados ofrecen la ruta para
estudios futuros y dirigidos hacia como las giberelinas auxinas y citocininas estan

directamente involucradas en el desarrollo del fruto en frambuesa.
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