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RESUMEN. La frambuesa es una frutilla de gran demanda en el mercado internacional. Su principal
atractivo radica en el alto contenido en vitaminas Ay C, fibra, nutrientes como Ca vy Fe, flavonoides
y antioxidantes. Estos compuestos, ademas de ser integrantes en su aroma y sabor, contribuyen a
fortalecer el sistema inmunolégico del ser humano contra enfermedades como el cancer, diabetes
y cardiovasculares. Las hormonas enddgenas influyen en el rol de esas moléculas durante el
crecimiento en varias especies horticolas. En frambuesa es desconocido la presencia de hormonas
naturales en el fruto. Por ello, se investigd su presencia en frutos de frambuesa cv UANC-2022,
utilizando la técnica de cromatografia de gases y espectrometria de masas con un disefo
completamente al azar. Se identificaron las giberelinas Aa, A7, Aaa y As3; auxina acido indol acético
y la citocinina zeatina.
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ABSTRACT. 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. 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 growth and development in several horticultural species.
In raspberry it is unknown. For this reason, it was investigated their presence in fruits of raspberry
cv UANC-2022, using the gas chromatography mass spectrometry technology under a complete
randomized design. The following hormones were identified: gibberellins A4, A7, Aaza and Asz; auxin
indole acetic acid and the cytokinin zeatin.
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INTRODUCCION

El cultivo de frambuesa continlda en expansion constante. Esta frutilla en afios recientes ha
adquirido relevancia horticola mundial por su alto valor econémico 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 mejoren su rendimiento y calidad. En 2021, México fue el
segundo productor mundial de esta frutilla con 128 848 t y destacdé como uno de los de mayor
rendimiento con 18.8 t ha™? en promedio y el valor de exportacién en 2022 superd los $1000
millones de ddlares (SADER 2021).

En frutos de manzano, tomate y chile habanero se ha demostrado la presencia de hormonas
enddgenas como auxinas, giberelinas y citocininas (Ramirez et al. 2021), las cuales se relacionan
con el crecimiento y desarrollo. Las auxinas controlan la divisién y expansién celular en frutos
jovenes a través de regular la accidn de genes en el ARN, condicién que también contribuye a su
cuajado. Las citocininas estimulan la divisidn celular, diferenciacidn de semillas y crecimiento del
fruto (Bu et al. 2020, Costa y Botton 2022); mientras que, las giberelinas participan en la elongacién
celular y desarrollo, ademas del crecimiento final del fruto (Sansavini et al. 2019). La interaccién
de las tres hormonas es clave para armonizar la fisiologia en frutales y es base para una buena
produccién de fruta de alta calidad (Costa y Botton 2022). Este concepto, en frambuesa es
desconocido. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacién fue conocer la posible presencia
de hormonas enddégenas en frutos jovenes de frambuesa (UANC — 2022).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal, sitio y disefio

La investigacion se realizé en 2023 en el laboratorio de fisiologia vegetal del departamento
de Horticultura de la Universidad Auténoma 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 de la variedad UANC —
2022.

Extraccion, purificacion e identificacion

La extraccién 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 liofilizador 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 HCl y se les realizd una particién con acetato de etilo en cuatro
ocasiones. Se ajusté el pH a 8.0 con solucidn 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 particién con acetato de etilo, luego se secd la muestra.
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Para el analisis de giberelinas se utilizé la técnica reportada por Ramirez et al. (2018), 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 acido
formico (0.5 M). Las muestras purificadas fueron disueltas en gotas de metanol y metiladas con
diazometano. Una porcién del extracto metilado se disolvi6 en piridina y se traté con
trimetilclorosilano y hexiametildisilazano. 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/miny la
temperatura de la columna se programé de 180 a 280 a 2 °C/min. La EM se determind a 24eV a
una temperatura de la fuente de 210 °C y temperatura del separador de 190°C con velocidad de
barrido de 6.5 s por década de masa. Los espectros fueron reordenados por un ordenador DEC Linc
8. La identificacion y cuantificacién de las giberelinas se hizo comparando los espectros KRl y MS
de sus derivados de ésteres metilicos de trimetilsililo con los de las muestras auténticas.

Las auxinas enddgenas fueron analizadas con la técnica modificada parcialmente de
cromatografia de gases y espectrometria de masas reportada por Miiller et al. (2002), utilizando el
isétopo [*3Cs] 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 fraccion
seca y suspendido por 5 minutos en metanol al 80% (v/v), luego secado en un concentrador
centrifuga. La auxina en el extracto fue trimetilsililado con N-metil-N-trimetilsilil-trifluroacetamida
(MSTFA) a 80 °C 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-QgQ 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 um; Agilent, Santa Clara, CA, United States). La
temperatura de inyeccidn e interfase se mantuvo a 260y 280 °C, respectivamente. El gradiente de
temperatura en la columna se mantuvo a 80 °C por 2 minutos, luego se incrementé a 6 °C por
min~thasta alcanzar 250 °C, seguido de 20 °C por min'! hasta alcanzar 300 °C. La molécula enddgena
de AIA fue identificada con el diagndstico comparativo de muestra del tejido y el idn de isétopo
[3C6] AIA referido anteriormente (Miiller et al. 2002).

Los extractos de muestras para el analisis de citoquininas fueron purificados con la técnica
de Nandi et al. (1990). La fraccién 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 °Cy las citoquininas presentes fueron eluidas con
50 mL 1N y 250 mL 3N de solucidn 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 didmetro interno x 150 mm). Las
citoquininas fueron eluidas con metanol (80%) y 4cido acético (5%). Estas fracciones de
citoquininas permetiladas se identificaron y compararon con el estandar zeatina. utilizando un
cromatégrafo de gases-espectrometro de masas (GC-MS, QP-5000; Shimadzu Inc., Kyoto, Japdn)
para el analisis de monitorizacidon de iones selectivos (SIM) con una columna capilar de silice
fundida (CBP1, 0,22 mm i d x 25 m; Shimadzu Inc., Kyoto, Japdn) segin Watanabe et al. (2008).
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Anidlisis estadistico

Los analisis de auxinas, giberelinas y citocininas se realizaron por tripicado bajo un disefio
completamente al azar, los datos obtenidos, cuando aplicé se sometieron a una comparacién de
medias con la prueba de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Giberelinas

El andlisis de la espectrometria de masas se centré en la fragmentacién de iones
prominentes en el pico correspondiente al tiempo de retencién de las giberelinas auténticas
(Ramirez et al. 2018). La Tabla 1 muestra el indice de retencion en kovats (KRI) y su patrén de
fragmentacion e intensidad relativa para las giberelinas bioldgicamente activas e inactivas
encontradas en el tejido del fruto de frambuesa. Se observd la presencia de las giberelinas
biolégicamente inactivas Aasy As3 en la fraccion del 10% de acetato de etilo/n-hexano; con un KRl
de 2417 y 2512 kovats respectivamente. Las giberelinas bioldgicamente activas Az y A; se
identificaron en la fraccion del 20%. Estas hormonas enddgenas mostraron un KRl de 2488 y 2416
kovats, respectivamente.

Tabla 1. indice de retencidn (Kovats) de giberelinas en frutos de frambuesa UANC-

22.

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

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

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

GAua 2417 [492 (26), 293(81), 251(26), 238(5), 209 (100), 207 (90), 193 (11)]
GAs3 2512 [432 (52), 251 (7), 238 (42), 207 (100), 193 (10), 180 (12)]

aKovats, media de tres replicas.

Auxinas

La presencia de la auxina 4cido 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 isdétopo [*3Ce] AIA (Figura 1) y posteriormente en la cromatografia
de gases y espectrometria de masas refiriendo su espectro de masas con el estdndar de la auxina
sefialada (Figura 2). La molécula del acido indol acético mostré un maximo de 197 de rango de
masa y una intensidad relativa del 100%.

Citocininas

Se identificé la citocinina enddgena zeatina (Z), en espectro de masas de la Figura 3. La
presencia de esta hormona fue evidente al comparar su espectro de masas con el estandar
correspondiente durante el proceso de andlisis con la cromatografia de gases y espectrometria de
masas. La molécula de zeatina mostré un maximo de 342 de rango de masa y una intensidad
relativa del 24%.
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Figura 1. Cromatograma del idn escaner de dacido indol acético en fruto de
frambuesa cv UANC-2022 (a) y su comparativo con el isétopo [*3Cs] AIA estandar
(b). Cada pico representa la media de tres replicas.

La identificacion de las giberelinas As, A7, Asa y Asz en los frutos de frambuesa (Tabla 1)
puede contribuir a enriquecer el conocimiento de estas hormonas en su crecimiento y desarrollo.
La presencia de giberelinas As y A7 en el fruto podria reflejar la importancia de estas hormonas en
el proceso de crecimiento como lo sefialan varios autores (Alghonmeen et al. 2020, Tombegavani
et al. 2020). Estd bien establecido que cuando se aplican GAs y GA7 exdgenas ambas hormonas
estimulan el crecimiento del fruto en tomate, pimiento y otros cultivos (Bakrim et al. 2007 y
Ramirez et al. 2016). Las giberelinas As y A; son hormonas enddgenas que se desplazan por
diferentes érganos de la planta; mientras que las giberelinas As4y Ass se clasifican como hormonas
biolédgicamente inactivas (Ramirez et al. 2018, Alghonmeen et al. 2020, Tombegavani et al. 2020).

La identificacion de las giberelinas As, A7, Aaay As3 en esta investigacion y reportes previos
(Pichardo-Gonzalez et al. 2018, Tombegavani et al. 2020), 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 hidroxilacidon se ha relacionado con el movimiento de las giberelinas dentro de la planta
(Ramirez et al. 2018). La inyeccién de giberelinas marcadas a tejido de frutos intactos ha
demostrado que cierto grado de hidroxilacion es necesario para su movimiento. La GAs3 es una
hormona inmovil (Ramirez et al. 2018); mientras que, la GA; (Ramirez et al. 2016, Pichardo-
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Gonzalez et al. 2018) y la GA4 (Tabla 1) se desplazan del fruto al tejido del dardo en manzano
(Ramirez et al. 2016). Por lo tanto, las giberelinas Assy Asz pueden estar inmovilizadas por su falta
de hidroxilacién. 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, con estos resultados, las giberelinas mas
altamente hidroxiladas GAs y GA7 (Pichardo-Gonzalez et al. 2018, Singkaew et al. 2018, Ramirez et
al. 2021) pudieran tener un rol en el proceso de crecimiento de la frambuesa; mientras que las
giberelinas Aaay As3 al carecer de hidroxilacion, parecen no participar en el proceso referido al
compararlas con las GAs y GA; que poseen mas grupos hidroxilo (Tabla 1). La presencia de estas
giberelinas en el fruto abre nuevas posibilidades para explicar la forma en que pueden ejercer su
efecto durante su crecimiento y desarrollo.

Acido Indol Acético (AIA)
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Figura 2. Espectro de masas para acido indol acético (AlA) presente en frutos de
frambuesa cv UANC-2022. Datos representan la media de tres replicas.

La presencia de auxinas en frutos en desarrollo ha sido reportada en drupas como ciruelo,
chabacano y durazno (Delong 2022, Gharesheikhbayat y Pirkhezri 2022) y en pomaceas como
manzano (Busatto et al. 2022, Griffith et al. 2022). Las auxinas contribuyen a mejorar la calidad de
fruta cosechada y conservar su calidad comestible en postcosecha (Morales-Payan 2022). 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 (Bu et al. 2020, Costa
y Botton 2022). Lo anterior refleja la importancia de esta hormona enddgena que también podria
ejercer un rol fisiolégico durante el crecimiento y desarrollo inicial del fruto de frambuesa
(Miransari y Smith 2014).
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Figura 3. Espectro de masas para zeatina (Z) presente en frutos de frambuesa
cv UANC-2022. Datos representan la media de tres replicas.

La posible participacion de las citocininas enddgenas en el proceso de crecimiento del fruto
en frambuesa no es concluyente. El uso de citocininas exdgenas estimula el crecimiento del fruto
en chile jalapefio y chile habanero (Ramirez et al. 2016, Honda et al. 2017). Al respecto, Aremu et
al. (2020) reportaron incrementos en el rendimiento y la calidad de frutos cuando se aplican
citocininas exégenas 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. 2013). Mientras que Matsuo et al. (2012) establecieron el papel de la regulacién de las
citocininas en el desarrollo del fruto. La identificacién de Z en este estudio es respaldada por los
informes de Emery et al. (2000) quienes encontraron cis-zeatina y trans-zeatina durante el
desarrollo del fruto en el altramuz blanco y por Rijavec y Dermastia (2010), quienes sefialaron la
importancia de esta citocinina en el desarrollo del fruto.

Se concluye que las hormonas enddgenas giberelinas Aa, A7, Aaay Ass; auxina acido indol
acético y la citocinina zeatina estadn presentes en frutos de frambuesa cv UANC-2022.
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