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INTRODUCCION
Las anlocianinas han sido estudiadas desde hace mucho tiempo. Las
antocianinas {del griego:; Anthos, flor y de Kyanos, azul) son glucé-
“sidos de las antocianidinas. Los estudios empezaron pof la observa
cién de los colores de las [lores. Después con el tiempo trataron -

de saber cufles eran las subsiancias que daban el color a las flores,
o

a los frutos y a todos aquellos vegetales que presentaban color. To-
dos los esfuerzos por aislar esta (s) substancia (s) fieron indtiles. -

No sino hasta 1913 cuando Wiilstater y Everest aislaron una substan-

cia colox.'ida, la cianidina-3-glucésido la cual es una antocianina. --

Desde entouces s aislaroa y se indentificaron diferentes tipos de an-
tocianinas en distintos Lipos de plantas y frutos, as{ como de hojas -

tallos, etc.

Esta lista se incremento mucho mds rdpido cuando en 1948 se inérodg
jo el método de cromatografifa en papel por Bate-Smith. La primera

funcién de las antocianinas es indudablemente la de atraer a los insec
tos y pdjaros hacia las plantas para que se lleve a cabo la poliniza--~

cién 'y la dispersién de las semillz;sj Es bien conocido que una gran

cantidad de insectos Lienen un sistema visual el cual les permite ser
sensibles a ciertas longitudes de onda. Po; ejemplo, se ha observado
qie las abejas generalmente prefieren el azul y el amarillo, las mari-
posas el rosa o el blanco, los pdjaros el rojo y las polillas el blanco.
Ademds de su papel biolégico, tienen su importancia estética y econb-

mica, debido a sua estabilidad como compuesto colorido en los alimen-

tos enlatados.



A pesar de que se conocian gran cantidad de antocianinas, no se sa-
bi;a nada’ de su biosintesis y de su regulacidén.

La ruta de la biosintesis empezd en la década de los 30's cuando - -
Batenson hizé estudios genéticos sobre este pigmento. Sin embargo,
se avanzd muy poco en este campo, pues no se conocian las técnicas
adecuadas para llevar a cabo las mutaciones especificas y con lo que
se trabajaba era con las mutaci.o.nes que ocurrian al azar en la natura

‘leza.

Entonces se exploré el estudio de la biosintesis con compuestos mar--
cados radioactivamente y de estos experimentos se obtuvieron algunos
compuestos que mostraba una parte de la ruta. Sin embargo, traba-
jar con las plantas presentaban muchas desventajas, tales como, ocu

paban méds especio, tenfan un ciclo de reproduccién mucho mds largo,

etc. Por lo que més tarde se empezb a trabajar con cultivo de teni-

dos vegetales que presentaban mds ventajas tales como, trabajar con-
una linea de células, el tiempo de reproduccién era mucho menor que
el de las plantas y ademds se producia mayor canAtidad de antociani--
nas en cultivo de tejido que en las plantas.

Po.r lo que envcult'wo de tejidos se pudieron obtener los compuestos -
v las enzimas necesarias para tener un panorama general de los que
puede ser la ruta de la biosintesis de las antocianinas en las plantas.
La importancia de los trabajos en los cultivos de tejidos es que se ha
logrado avanzar en algunas rutas metabdlicas gque no se podian obser;

var en las pfanl:as.

El1 objetivo de este trabajo es saber el estado actual del conocimiento
de la ruta biosintética de las antocianinas en las plantas y en cultivo

- de tejidos vegetales.
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GENERALIDADES
El grupo més importante en los ;:olores\de las plantas es el de los
flavonoides, los cuales son responsables de los colores como el na
ranja, el escarlata, el carmesi, el malva y el azul; también cdntlj
buyen a los colores como el amarillo, el marfil y el créma en las-
fl_ores.
La importancia que los flavonoides tienen como substancias colori--
das en pétalos de flores es la de atraer insectos para asegurar la -
fertilizacién de éstos y la polinizacién de las plantas.l,i
Los flavonoides presentan una gama de colores en 16? pétalos de las
flores, algunos de estos colores se presentan en la tab}a‘t # 1.
Los colores que presenta esta tabla se refieren a pétalos y a las -
corolas, pero también estdn presentes en otras partes de la flor --
como en el sépalo, en los estarr;bres, en el estilo y en el polen.

[El grupo de los flavonoides se divide en cinco clases que son: - - -
H‘\

Flavonas, Elavonoles, Auronas, Chalconas y Antocianinas, (I;J

o~

-

[FLAVONAS Y FLAVONOLES |
Una gran pro;;_orcién de las plantas tienen color blanco, marfil y --
crema en sus flores. La gran mayoria de las flores son pigmenta-
das por los flavonoles y los flavones.

v

l La funciéﬁ de los flavonoles y los flavones en las plantas es la de -
absofBer fuertémente la luz ultravioleta, la cual puéde ser detectada
por las abejas y otros insectors para 11ev'ar a cabo la polinizacidn, (2)
Algunas simples modi_ficaciones en la estructura de éstos, como la -

hidroxilacién, la metilacién y la glucosilacién pueden producir colo--

res amarillos en las plantas.s
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Color que presentan los flavonoides en las flores

COLOR

PIGMENTO

EJEMPLO DE LA ESPECIE

Marfil y Crema

Amarillo

Naranja

Egcarlata

Café

Margenta o Carmesi
Rosa -
Malva o Violeta

Azyl

Negro

(morado oscuro)

Flavones y/o

Flavonoles

(a) Carotenoides
(b) Flavonol

(e) Aurona

(d) Carotenoide

y Flavonol
o Chalcona
(a) Carotenoides
i(b) Pelargonidina
v Aurona
(a) Pela.rgonidir;a
(b) Cianidina y
" Carotenoides
Mezcla de
Cianidina vy
Carotenoides
Cianidina
Peonidina
Delfinidina
» (a) Cianidina
#(b) Delfinidina
(c) Malvidina
Delfinidina a
una alta con-

centracifn

Antirrhinum Majus

Rosa amarilla
Primrose

Antirrhinum (amarillo)

Trébol

Antirrhinum (na ranja)

Geranio

T_ulipan

Primula Polyanthus

Camellia hortense

Rosa rugosa
Verbena

Centaurea cyanus

Delphinium ajacis

Primula obconica

Tulipan

"Reyna de Noche'

% (a) ye(b) como complejo metdlicos




CHAL.CONAS Y AURONAS

Las chalconas y las auronas son substancias amarillas brillantes que
pigmentan las flores de un restringido nimero de plantas, se encuen
tran muy frecuentemente en una sola familia de plantas, la Composi

tae.

Las chalconas y las auronas muchas veces van acompaiiadas por los
carotenoides, que son mucho mé&s comunes como colorante amarillo
en las flores y de algunos frutos.

Por ejemplo, las flores de aulaga Ulex europaeus, -son pigmentadas
por un glucésido soluble la 2', 4', 4-trihidroxichalcona y por los &

vy p carotenos, violaxantin y tarazantin respectivamente.

| ANTOCIANIDINAS
Las antocianinas son glucésidos de las antocianidinas, a las cuales se
les llama también agluconas, por lo que se estudiard primero a las -
antocianidinas o agluconas para una mejor comprensién de las antocia

ninas.

Fuentes dé ob_tenclén, aislamiento y purificacién de las antocianidinas.
Las antocianidinas pueden ser obtenidas de dos diferentes fuentes; la -
primera es la hidr6lisis d4cida de los glucdsidos coloridos de las flores

(antocianinas) y, segundo, del tratamjiento-4cido de las -leucoantonianidi~
nas.
El aislamiento de las antocianidinas se lleva a cabo en el tejido de la

planta el cual se trata directamente con un dcido mineral 2N a ebulli-

cibén y nos liberan las agluconas de ambas fuentes, las antocianidinas -
son insolubles en agua, inestables a la luz y rdpidamente destrufdas -

por el dlcali.

Existen 6 antocianidinas comunes que son las siguientes:
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Pelargonidina (Pg); Cianidina (Cy); Peonidina (Pn); Delfinidina (Dp);.
Petunidina (Pt) y Malvidina (Mv).

Cinco antocianidinas metiladas que son las siguientes:

Hursutidina (7—0—meti1ma1vidina,_ Hs); Rosinidina (7-0-metilpeonidina,
Rsg); Capensidina {5-0-metilmalvidina, Cp); Pulchelidina (Pl) y Europi-
dina (Eu).

Cuatro desoxiantocianidinas que son las siguientes:

- Apigenidina (3-desoxipelargonidina); Luteolinidina (3-desoxicianidina, -
Lt); Tricetinidina (3-desoxidelfinidina, Tr) y Columnidina.

Y solamente una antocianidina hidroxilada en la posicién # 6 la Auran
tinidina (Au), que es muy rara de encontrar. )

En la tabla # 2 se observan los grupos sustituyentes en la estructura
general de la sal de flavilium, para cada una de las antocianidinas.
Ha sido reportado desde hace tiempo que las antocianidinas se encuen
tran en el tejido de las plantas en estado li‘t;re, pero esto no ocurre -
cominmente por su gran inestabilidad.

Tales reportes se basan probablemente a la hidr6lisis que se lleva a -
cabo &urante su extraccidén y aislamiento. Sin embargo ahora han sfdo
encontradas en estado libre, la cianidina y la pelargonina en el peri--
dermo (3) y la cianidina en las flores (4). [En resumen, las antociani
dinas son obtenida's de antocianinas puras por la hidrdlisis &cida con -
HCl 2N a 100°C durante 40 minatos o HCl 6N por perfodos muy cor—
tos'._, El pigmento normalmente cristaliza en las soluciones y si no --
cristaliza puede ser extrafdo con alcohol amilico y este extracto es --

evaporado a sequedad al vacfo. \
A

LLas antocianidinas pueden ser purificadas por recristalizacién con - -

4cido concentrado caliente, o bien, con una mezcla de etanol y HC1 -

al 7% en una proporcién de 1:1 y dejando evapoi'ar.\
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TABLA # 2

Substituyentes en la estructura de la sal de flavilium

Nombre de la Abreviatura Posiciébn de los subtituyentes
Antocianidina 3 5 6 7 3 5!
Apigenidina Ap H OH H OH H H
Luteolinidina Lt H OH H OH OH H
Tricetinidina Tr H OH H OH OH OH
Pelargonidina Pg OHOH H OH H H
Augrantinidina Au OH OH OH OH H H
Margicasidina Mg OHOH + OH H H
Cianidina Cy OH OH H OH OH V H
Peonidina Pn OH OH H OH 'OMeH
Rosinidina Rs OH OH H OMe OMeH
Delfinidina Dp OH OH H OH OH OH
Petunidina Pt OH OH H CH OMe OH .
Pulchelidina Pl OH OMe H OH OH OH
Europinidina Eu -~ OH OMe H OH OMe OH
Malvidina My OH OH H OH OMe OMe
Hirsatidina Ms OH OH H OMe OMe OMe
Capensidina Cp OH OMe H OH OMe OMe
+ Alkenilo

Estructura general de la sal de Flavilium
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El mismo procedimiento puede ser usado para la extraccidén del tejido
seco se le planta, pero el pigmento obtenido est4 contaminado con un

polimero café y requiere de una mayor purificacién.

Identificacién de las antocianidinas

i) Métodos fisico-quimicos. Bédsicamente, las antocianidinas son - -

identificadas por su color en la solucién madre, por diferentes méto-
dos de cromatografia y por sus méximos de absorcién en un espectro
.fotémetro.

La tabla # 3 preéenta algunos valores de Rf de las antocianidinas, lle
vadas a cabo en una cromatografia en papel, en la cual se utilizé co-
mo fase estacionaria papel Whatman #3 y como fase mévil los siguien
tes sistemas de disolventes, el llamado ""Forestal'' que es una mezcla ‘
de (4cido acético:HCl concentrado:Agua; 30:3:10), el Férmico {4cido —
f6rmicotHC1 conc.: agua;5:2:3) y BAA (butanol:4cido acéticosagua;4:1:5),
El movimiento relativo de alguna sustancia respecto al disolvente en -
un sistema cromatogrdfico dado es constante y caracteristico de la S\li.
tancia, a esta constante se-le conoce como Rf. Las antocianidinas p\;g
de ser fadcilmente distinguidas por medio de esta constante en las condi
ciones antes mencionadas. A

Existe otro sisl;ema de disolventes (fenolsagua;l:2) el cual se utiliza pa-
ra la separacién de pigmentos metilados de los no metilados (1).

Las antocianidinas también se puede separar satisfactoriamente en capa
delgada de silica gel, la buena separacién depende de la presencia de -
trazas de metales y del CgSO, en la silica gel, estas impurezas redu
cen la movilidad de las antocianinas.

Los colores de las antocianidinas se decoloran rdpidamente sobre las
placas de silica gel debido a que se oxidan y los resultados tienen que

ser analizados inmediatamente después de desarrollar el color.
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TABLA # 3

Valor Rf, Absorcién Mdxima y color de las antocianidinas (1)

Color .
Antocianidina Visible Sistemma de Disolventes MeOH—HCl
I I I Lmax nm
Forestal Férmico BAA

Apigenidina Amarillo 75 44 74 277,476
Luteolinidina . Naranja 65 35 56 279,493
Tricetinidina Coral 46 28 38 281,513
Columnidina  Coral 54 - 31 54 . 275,511
Pelargonidina Rojo 68 33 80 270,520
Aurantinidina Coral 53 24 52 _286,499
Cianidina Magenta - 49 22 68 277,535
Peonidina Magenta 63 30 71 277,532
Rosinidina Magenta 76 39 77 ---,524
Delfinidina Morado 32 13 42 277,546 -
Petunidina Morado 46 20 52 276,543
Pulchelinidina Morado 50 24 48 278,543
Malvidina ~  Morado 60 27 58 275,542
Europinidina. Morado 64 . 30 -- 270;542
Hirsutidina ‘_ Morado 78 36 66 ---,536
Capensinidina Morado 88 -- 79 273,538

Los sistemas de disolventes. usados b5on:

I Forestal (dcido acético:HQl concentradoiagua) (30:3:10)
II Férmico (dcido férmico:HCl éoncentrado:égua) (5:3:2)
III BAA (Butanol:dcido acéticosagua (4:1:5)
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También se puede usar como fase estacionaria a la celulosa y como
fase mévil (Acido f6rmico:HC1 concentrado:agua) (10:1:3) o también
(alcohol amilico:4cido acéticotagua) (2:1:1).

[Los colores de las antocianidinas sobre las placas de cromatografia
con la luz visible y con la luz ultravioleta proporcionan un tipo de -
identificaci6n.

Las antocianidinas tienen un mé&ximo de absorcibén en la regién visi-
ble y tienen menor intensidad en la regién ultravioleta. cerca de 275
nm. La medicién del espectro de absorcién es uno de los criterios -
para la identificacién de las antocianidinas.7

El disolvente conveniente para las determinaciones de los mé&ximos -
de absorcién es el metanol con HCl concentrado 0.01%. En general
el valor Rf y su méximo de absorcién estdn directamente relaciona--
das co-n el nimero de grupos OH y metoxilos presentes en la molécg_
la. La movilidad decrece regularmente con incrementos de grupos .-
OH pero se incrementa con 1>os grupos meto;:ilos en la molécula.

ii) Métodos quimicos. Las antocianidinas son intensamente coloridas,

son compuestos cristalinos los cuales no son ficiles de caracterizar -
por los métodos clfsicos en la qufmica orgénica, sus Vpuntos de fusién
no son fdciles de determinar ya que cuando se aislan forman los clo-—
rhidratos de las respectivas antocianidinas.

Son relativamente inestables, no se forman derivados fécilmenfze aun--
que pueden ser metilados y acilados bajo las condiciones apropiadas.
Hay dos procedimientos usados para determinar su identidad; a) la de
gradacién alcalina y para los pigmentos metilados se usa, b) la des--

metilacién controlada.
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a) La dagradacibén alcalina es usualmente llevada a cabo por la hidré-
lisis alcalina con potasa alcohélica acuosa o simplemente con potasa -
ucuosa. Los prodictos de la hidrdlisis son separados e identificados
por una cromatografia bidimensional en capa final de ‘silica gel o de -
celulosa.

b) La desmetilacién controlada puede ser llevada a cabo por calenta---
miento del pigmento metilado en exceso de cloruro de piridina bajo -
atmoésfera de nitrégeno a 130-150°C durante 5 horas. Tomando nues—
tras a intervalos regulares nos indica el curso de la desmetilacién y-

el nimero de intermediarios producidos.

[ ANTOCIANINAS

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles responsables de los colo
res atractivos de las flores, hojas y frutos.

Las antocianinas en los colores de las flores son muy importantes, ya
que la contribucién en éstos es muy; amplia.

Existen tres principales pigmentos que son: Pelargonidina, Cianidina y
Delfinidina, los cuales difieren en su estructura por la posicién de los’
grupos OH ‘en la molécula (ver tabla # 2). -

El grado de complejidad de la glucosilacién y la metiiacién, junto con -
la copigmentacién nos va ; dar una amplia gama de colores en las flo-
res que va del rosa y naranja a viol.eta v azul, ya sea en forma simple
0 ‘como merzcla. ‘ ‘

Por lo general todas las flores -que tienen color rosa, escarlata Yy na--
ranja-rojo {coral) tienen como pigmento la ‘pelargonidina, las que pre-—
sentan carmesi y magenta tienen como pigmento la cianidina y las flo-
res que tienen color malva y azul tienen como pigmento la delfinidina.

Muy raramente las alteraciones en los colores de las flores pueden --

dar cambios en la estructura de estos tres pigmentos.
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La pérdida del grupo OH en la posicién 3 de la cianidina y de la pelar
gonidina nos va a dar la luteolinidina y la apigenidina respectivamente,

dan un color amarillo fuera y ademds son responsables del color rojo-

naranja o naranja-amarillo en las corolas de las especies de Gesneria
vy Columnea.
La sustitucién de un grupo OH en la posicién 6 u 8 de la pelargonidina

tiene un efecto hipsocrbémico y el pigmento que aparece es el mandari-

na en las flores de Impatiens aurantiaca. Otras modificaciones en la

estructura de las antocianinas tienen efectos menores sobre el color.
Las antocianinas metiladas ocurren frecuentemente, pero este efecto -
de metilacién es casi siempre oscurecido por otros factores, particu-
larmente por la copigmentacién.

La variacién en el contenido de antocianinas en pétalos de flores tienen
profundos efectos sobre el color y las grandes diferencias en el conteni
do son notadas en las flores de la misma variedad de plantas.

Las antocianinas forman quelatos con algunos metales que dan colores -
més intensos. Se han aislado de las plantas .quelatos de cianidina y del
finidina con magnesio, hierro y aluminio, esto se ha logrado con extrac
ciones bajo condiciones de neutralidad.

Las antocianinas y las antocianidinas son cationes y estin posiblemente
en las células vivas en asociacién con aniones de &cidos orgénicos.

Las antocianinas estdn basadas quimicamente sobre una estructura aro-

mética que es la sal de flavilium (ver pdgina 7).

Aislamiento e identificacién de las antocianinds.

Varios fueron los intentos para aislar las antocianinas de las plantas -

hechos por Morot en 1849, pero ésto se logro hasta 1913 cuando - - -
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Wiilst‘éter y Everest extrajeron de pétalos de la flor de mdiz con HCl
en solucién alcohblica y reprecipitando el pigmento con grandes vold--

menes de éter, habiendo obtenido la cianidina-diglucésido. Este méto
do y algunas variantes fué rapidamente aplicado por Willstiter en el -

aislamiento de antocianinas de otras muchas plz;ntas.

El procedimiento general para el aislamiento de las antocianinas se -

explica a continuacién: El tejido de la planta, preferentemente fresco,
es extraido con una solucién alcohélica con HCl y el extracto es con-
centrado al vacio a 30-40°C, el concent;‘ado es apliéado en diferentes

placas de cromatografia, como puede ser, papel Whatman # 3, en - -
silica gel o en celulosa como fase estacionaria y utilizando como fase

mévil a BAA (ver tabla # 3); BuHC1 (butanol:HCI1 2N) (1:1); HC1 1% --
(HCl concentradoiagua) (97:3); HOAc:HC1 (4cido acético:HC] concentra-
do:agua) (15:3:82).

Lias antocianinas aparecen como discretas bandas coloridas, las cuales
son eluidas con 4cido acético en solucién matanélica. Los eluatos son
colectados y 'concentrados al vacfo.

Durante los pasos finales de la purificacién se debe tener cuidado de -
no utilizar sistemas de disolventes conteniendo 4cidos minerales, va -
gue las antocianinas son muy ldbiles y se pueden descomponer en sus -
correspondientes antocianidinas y sus glucésidos.

La cromatograffa en papel, en silica éel y celulosa, son- las técnicas —

mas usadas para separar cantidades limitadas de anfocianinas, pero - -

cuando se manejan grandes cantidades del material se pueden utilizar -

otras técnicas de cromatograffa, como puede ser la cromatografia en
columna utilizando como fase estacionaria alimina {(5), Polivinilpirroli—

dona, PVP (6,7,8) Sephadex (9), Talco (10), Resina de Intercambio - -
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I6nico (11) y algunas otras incluyen electroforesis en papel (12).
La identificacién de los glucésidos presentes en la molécula y el tipo
de la antocianidina se puede observar en la tabla 4.
Como se puede observar en esta tabla las cinco clases de estos glucd
sidos estin basados en las 6 antocianidinas comunes que son: la pelar
gonidina, la cianidina, la peonidina la delfinidina, la petunidina y la -
‘malvidina.

—¥% En la figura # 1 se muestran los tipos de azlicar que se encuentran -
en las antocianinas.
Estos azficares son siempre encontrados en la posicién # 3, excepto en

el caso de las 3-desoxiantocianidinas, en donde el azficar esti en la

posicién # 5.

Cuando las antocianinas estin glucosiladas en la posicién # 3 la segun-
da posicién del gluc6sido es casi siempre la # 5, antes que la posicién’
#7y ;:unca se han encontrado derivados glucosilados en el anillo B. -
Sé6lo un limitado nlimero de azfcares estdn involucrados en las antocia-
ninas, 4 monoa?.caridos (Arabinosa, Xilosa, Glucosé y Galactosa), 5 ~--
disacdridos (Soforésido, Sambu_biésido, Latirésido, Gentiobiésido, Ruti-
nésido) v 3 trisacaridos (ZG—glucosiIrutinésido, ZG-Xilosilrutinésido, -
Gentiotriésido).

Todos los di y los trisacdridos tienen pdr lo menos una glucosa.

Propiedades Generales.
Las antocianinas cuando se aislan como cloruros son compuestos intensa

mente coloridos. Algunas antocianinas cristalizan f4dcilmente en HCl- -
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acuoso, pero aquellos que contienen tres residuos de aziicar son més
hidrosolubles y cristalizan con mayor dificultad. Adn cuando se ob-—
tienen muy puras se hidratan ficilmente y no dan buenos resultados -
“en el andlisis elemental. Las antocianinas se identifican por su valor
Rf y sus méiximos de absorcién y también por su comportgamlento con
las enzimas, ya que se pueden hacer estudios cuali y cuantitativos de

los productos de la hidrélisis.j
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TABLA # 4

Clases de los gluc6sidos de las antocianinas

Clase General

Tipo Individual

Antocianidinas

3-Monésido

3-Biésido

3-Triésido

3, 5-digtucésido

3, 7-diglucésido

3-glucésido
3-galactésido
3-ramnésido
3-arabinésido
3-rutinésido
3-sambubiésido
3-latirésido
3-gentiobibésido
3-soforéasido
3-gentiotriésido

3- (ZG-glucosilrutinésido )
3- (ZG-xilosiIrutinésido)
3, 5-diglucésido

3-ramn6sido-5-glucésido

3-galactésido-5-5glucédsido -

3-rutinésido-5-glucésido
3-sambubibsido-5-
-glucésido

3— soforésido-5-glucédsido
3-arabindsido-5-glucésido
3, 7-diglucésido

3-soforésido-7-glucésido

Las 6 comunes
Lias 6 comunes
Las 6 comunes
Cy, Pn

Las 6 comunes

Pg, Cy, Pn, Dp

Pg, Cy, Pn

Pg, Cy, Pn, Pt,

Pg, Cy, Pt

Pg: Pn, Pt, Mv

Pg, Cy

Cy

Las 6 comunes
Las 6 comunes
Pg, Cy

Las 6 comunes

Pg, Cy
Pg, Cy
Cy
Cy
Pg

Lag 6 comunes son: Pg, Cy, Pn, Dp, Pt, My

Para las abreviaturas ver tabla # 2, pdgina 7.
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FIGURA # 1

Azfcares presentes en las moléculas de antocianinas
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Continuacién FIGURA # 1
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s
Z Las antocianinas tienen dos maximos de absorcién en solucién 4cida, -

‘uno en la regién visible entre 465 y 550 nm, en donde el pico es mds

alto y otro pico mids pequefio en la regién ultravioleta cerca de 275 --
nm, estos méiximos se presentan en la tabla # 5.
TABLA # 5

M4ximos de absorcidén de las antocianinas

Glucésido Amax en
MeOH-HC1
‘Ap-5-glucésido 273,477
Lt-5-glucésido © 277,495
Pg-5-glucdsido ---,513
Pg-7-glucésido 270,508
Pg-3-glucésido 270,506
Pg-3,5-diglucésido 269,504
Pg-3, 7-diglucésido 279,498 1
Cy y Pn-3-glucésido 274,523
Cy vy Pn-‘3,5-diglucésido 273,524
Rs-3,5-diglucésido 278,519
DI;,Pt,Mv—3-g1uc65'ldo 276,534
Dp,'I_)I:,Mv-3,5,diglucési.do 273,533
Hs-3, 5-diglucésido 273,532
Cp-3-ramnésido 278,-533

Para las abreviaturas ver Tabla # 2

»

Las dos clases de antocianinas més comiines Pg-3-glucésido y el Pg-3,5

. diglucésido tienen méximos de absorcién similares pero demuestran dife

rencias en intensidad en la regién de .400-450 nm.
Otras técnicas no han sido empleadas ampliamente como es el espectro
infrarrojo en caal nos permite distinguir entre los pigmentos acilados -

de los no acilados.
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En comin con otras sales de flavilium, las antocianinas presentan un
-1
pico mayor a 1640 cm  debido a la conjugacién del 0, y el ndcleo -

de benceno. Un pico a 1460 cm ! ha sido atribufdo a la metoxilacién
(13). También ha sido usada la Resonancia Magnetica Nuclear (NMR),

pero muy pocas veces, (14).

Propiedades Cromatogrédficas.

ACorno se ha mencionado anteriormente, la cromatografia es un método
muy usado para la identificacién de las antocianinas ya que presentan
un valor de Rf caracteristico para cada sistema de disolventes, como _
se observa en la tabla # 6, en la se utiliz6 como fase estacionaria -
papel Whatman # 1 y a una temperatura de cerca de 20°C.

La movilidad de un pigmento indica claramente la naturaleza y el ni-
mero de residuos de azGcar y de otros substituyentes que estin en la
molécula.

Despiies de determinar su Rf y medir su méximo de absorcién de la -
antocianina, su estructura es confirmada llevando a cabo la hidr6lisis-
de la antocianina, ya sea con un 4cido 0 con una enzima, los produc--
tos de la hidrélisis se analizan por separado, las antocianidinas resul
tantes se pueden identificar como se mencioné anteriormente, los azi
cares resultantes de esta hidrélisis se pueden identificar por estudios -
colorimétricos. Con la inforrhacién del valor Rf, la naturaleza de la -
antocianidina y el azlcar identificada, as{ como su mdximo de absor--
cibén, se c;aracterizaré plenamente el tipo y la estructura de la antc;cig._
nina. )

Las antocianinas debido a su carga neta positiva son mds resistentes—.
a la hidr6lisis dcida que otros glucésidos de los flavonoides, los - - -
3-glucésidos y los 3-galact6sidos requieren de 30 minutos a 100°C en-
HCl 1N, los triglucésidos y los glucésidos acilados requieren &13’.8 de

60 minutos para que se lleve a cabo su total hidrélisis.l
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La hidr6lisis enzimdtica, usando una antocianasa que estd presente en

Aspergillus niger (Huang, 1955), es usado para distinguir los glucési-

dos simples, que son mis rdpidamente hidrolizados (60-120 minutos a
pH de 4 y a 37°C), los 3-ramnésido, los 3-ramnésido-5-glucésido son
més lentamente hidrolizados (4 horas) y los pigmentos acilados no son
hidrolizados por esta enzima, (1).

Durante la hidrélisis enzimética de las antocianinas se produce en --

azlcar y una antocianidina, la aglucona es exponténe_amente transfor-

mada a2 una pseudobase incolora y es rdpidamente destruida por el --

oxigeno molecular, (104).

Pseudobase incolora
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TABLA #

6

Valores de Rf y Fuente de las antocianinas conocidas

Glucésido Sistema "de

disolventes Fuente

I II III IV
Pg-3-ramnésido 71 64 22 53 Plumbago rosea
Pg-5-glucésido 51 49 18 57 Sintética
Pg-7-glucésido-3-ramnésido 46 51 15 --  Sintética
‘Pg-5-glucésido 46 24 39 70 Lathyrus odoratus
Pg-3-glucésido 44 38 14 35 Callistephus chinesis
Pg-3-galactésido 39 37 13 33  Antirrhinum majus
Pg-3-rutin6sido 39 37 13 44 Fogus silvatica’
Pg-3-sambubibésido 37 34 31 60 Streptocarpus hybrida
Pg-3-goforéaido 36 30 38 65 Papaver rhoeas
Pg-3-(2%-glucosilrutinésido) 33 15 63 73 Robus idaeus
Pg-3-latirésido 35 31 34 60  Lathyrus odoratus
Pg-3,5-diglucésido 31 14 23 45 Pelargonium zonales
Pg-3-galactfsido-5-glucésido 31 16 23 46 Lathyrus odoratus
Pg-3-gentiobiésido 30 26 21 47 Primula sinensis
Pg-3, 7-diglucésido 30 10 38 70 ° Sintética
Pg-3-ratin6ésido-5-glucésido 29 13 40 58 Streptocarpus hybrida
Pg-3-goforésido-5-glucésido 23 10 60 68 Gladiolus gandavensis
Pg-gentiotriésicio 25 10 35 52 Primula{‘ sinensis
Pg-3-sambubibésido-5-glucésido24 18 43 70 Matthiola incana
Pg-3-soforésido-5-glucésido 18 4 73 84 Papaver orientale
Morardeina 40 46 19 53 Monarda didyma
Salvianidina 37 37 17 48 Solénum tuberosum
Ra‘panus'ma A 34 34 49 73 Raphanus sativus
‘Rapanusina B 34 26 49 73 Raphanus sativus
Matthiolanina 3¢ 29 37 61 Matthiola incana
Cy-3-ramnésido 63 65 14 50 lé’lurnbago rosea
Cy-5-glucésido 44 39 7 42 Sintética
Cy-3-arabinésido 42 32 5 27 Theobroma cacao




Cy-3-glucésido
Cy-3-galactésido
Cy-3-rutinésido
Cy-3-sambubibsido
Cy-3-ramnésido-5-glucésido
Cy-3-soforésido

Cy-3-latirésido

Cy-3-arabindsido-5-glucésido

Cy-3,5-diglucésido
Cy—3-(ZG—xilosilrutinésido)
Cy—3-(ZG—glucosiIrutinésido)
Cy-3-rutin6sido-5-glucésido
Cy-3-gentiobibsido

Cy-3, 7-diglucésido

23

38
37
37
36
34
33
31
29
28
28
26
25
20
20

Cy-3-sambubibésido-5-glucésidol9

Cy-3-soforédsido-5-glucdsido
Hyancinthina

Perillanina

Cyananina

Rafanusina C

Rafanusina D

Rubrobrassicina

Pn-3-ramnésido
Pn-3-arabinésido .

. Pn-5-glucésido
Pn-3-ramnésido-5-glucésido
Pn-3-glucbsido
Pn-3-galactéaido
Pn-3-sambubibsido
Pn-3-latirésido
Pn-3-rutinésido

Pn-3,5-diglucésido

17
33
35
32
34
33
21
67
48
45
44
41
39

34

34

34

31

17

19
24
26
34
29
18
16
47
61
36

17
41
54

11
22
40
39
39

26
26
43
51
64
61

42
40
68
73
59
46

54
62
24
34
62

68
63

47
36

30
65

33
- 32

63
41

44

Chrysantemus indicum

Fagus sylvatica

Antirrhinum majus

Sambucus nigra

Lathyrus odoratus

Papaver rhoeas

Lathyrus odoratus

Rhododendron

Centaurea cyanus

Begonia metallica

Begonia coccinea

Streptocarpus hybrida

Primula sinensis

Petunia hybrida

Sambucus nigra

Pisum sativum

Hyancinthus orientale

Perilla ocimoides

Solanum tuberosum

Raphanus sativus

Raphanus sativus

Brassica oleraceéa

Lathyrus odoratus

Vaccinium macrocarpon

Sintética

Lathyrus odoratus

Primula sinensis

Vaccinium macrocarpon

Lathyrus odoratus

Lathyrus odoratus

Verbascum phoenicium

Paeonia officinalis




Pn-3-galactésido-5-glucésido
Pn-3-rutinésido-5-gluc6sido
Pn-3-gentiobiésido
Pn-3-gentiotridésido
Peonanina

Dp-3-ramnésido
Dp-3-sambubibésido
Dp-3-rutinésido
Dp-3-glucésido
Dp-3-galactésido
Dp-3-ramnésido-5-glucésido
Dp-3-rutinésido-5-glucésido
Dp-3,5-diglucésido
Awobaina

Delfanina.

Pt-3-ramnésido
Pt—3—-ruti.n65‘1do .
Pt-5-glucésido
Pt-3-glucésido
Pt-3-galactésido
Pt-3-ramnésido-5-glucésido
Pt-3-soforésido
Pt-3-gentiobiésido

Pt-é, 5-diglucésido
Pt-_3-rutin65ido;5-g1uc65ido
Pt-3-gentiotriésido

Petanina

Guineesin

Myv-5-glucésido

Mv-3-~ramnésido

Myv-3-glucésido

24

30
29
25
10
34
37
30
26
23
21
20
15
30
31
40
35

35
32
28

26 -

24
23
21
32
40
43
39

38

10
12
10

31
51
15
15
11
11
10

22
24
42
16
27
14
13

17

26
67

24
40

15

17
37
19
36
22

13

11

26
37

31
10
13

31
36
12

37
29
19
30

11

22
39

29

Lathyrus odoratus

Magnolia lennie

Primula sinensis

Primula sinensis

Solanum tuberosum

Plumbago rosea

;- Daphniphylum macropodum

Solanum tuberosum

Verbena hybrida

Empetrum nigrum

Lathyrus odoratus

Violax wifttrocknia

Verbena hybrida

Cammelina communis

Solanum tuberosum

Lathyrus odoratus

Solanum tuberosum

Sintética

." Primula sinensis

Vaccinium angustifolium

Lathyrus odoratus

Petunia hybrida

Primula sinensis

Anchusa

Atropa belladona

Primula sinensis

~ Solanum tuberosum

Solanum guineese

Sintética

Lathyrus odoratus

Primula polyanthus




Mv-3-galactbésido 36 16 15 45 Vaccinium uliginosum
Myv-3-rutinésido 35 16 15 45 Sinningi speciosa
Mv-3,5-diglucésido 31 3 13 42 Malva sylvestris

Mv-3-ramnésido-5-glucésido 31 10 34 61 Lathyrus odoratus

Mv-3-rutinésido-5-glucésido 30 5 40 63 Streptécarpus hybrida

Mv-3-gentiobiésido 22 10 15 -- Primula sinensis
Mv-3-gentiotriésido 16 6 31 -- Primula sinensis
Tibouchinina 40 42 10 -- Tibouchina seniidecandra
Negretina 36 28 20 72 Solanum tuberosum

Antocianinas raras

Cp-3-ramnébsido 41 40 30 72 Plumbago campensis
P1-3-glucésido 40 39 12 32 Plumbago pulchella
Eu-3-glucésido 27 19 6 31 Plumbago europea
Hs-3,5-diglucésido 25 2 32 56 Primula hirsuta
Rs-3,5-diglucésido 21 10 36 72 Primula rosea
Au-3-Soforésido 8 23 47 65 Impatiens aurantiaca

Como fase estacionaria se utiliz6 papel Whatman # 1

Los sisternaé de disolventes son los siguientes:

I BAA (butanol: 4cido acético:agua) (4:1:5)

II. - BuHCL (butanél:HCl 2N) (1:1)

IIl. - HC1 1% (HC1 concentradosagua) (97:3)

IV.- HOAc-HC1 (4cido aéético:HCl concentradoiagua) (15:3:82)

Para ver las abreviaturas ver la tabla # 2.
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Fisiologia de las antocianinas.

La luz ha sido upa de las armas favoritas usada por los fisiblogos de

plantas, {nteresados en la biosintesis de compuestos en las plantas. -
La luz es uno de los principales factores del medio ambiente externo
que controla el crecimiento de las plantags. La accién del espectro de
la luz en las antocianinas en las plantas, (15,16), y en cultivo de teji

dos, (17,18) han sido reportadas por estos investigadores.

La inconsistencia de la accién de la luz de las antocianinas puede a -

menudo reflejar los altos niveles de energia que se requieren para la

acumulacién de las antocianinas, (2).]
Hahlbrock, (19), reporté al fotocontrol de 8 diferentes enzimas involu -
cradas en la sintesis de apiin (7-apiosilglucésido del apigenidin) en --

suspensién de cultivo de células de Petroselinum crispum. La estruc

tura del apiin se observa a continuacibn:

CH,0OH
0
HO H
0
0
0
'H OH Apiin

Las actividades de las enzimas involucradas fueron ridpidamente incre-
mentadas en respuesta a la luz y pueden ser sepafadas en dos grupos.
La tabla # 7 se observa las enzimas que estin en el grupo I y las - -

enzimas que pertenecen al grupo II.

Las inclufdas en el grupo I no son exclusivas para la sintesis de flavo

noides, sino que consisten en las enzimas del metaboliemo general - -

fenilpropé.noide, del cual hablaremos posteriormente, mientras que el -
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grupo Il comprende todas las enzimas especificamente relacionadas-en

las biosintesis del flavonoides.

Las enzimas del grupo I tienen un médximo de actividad a las 15 ho-

ras después de exponerlas a la luz decreciendo su actividad a lo lar-
go de las 24 horas siguientes. Las enzimas del grupo II, incremen-

tan su actividad después de las 24 horas de exponerlas a la luz.

TABLA # 7
Grupo de enzimas que estdn en relacién a un fotocontrol de luz
Enzima Grupo
FAL (fenilalanina Amonio Liasa) I
Trans-dcido cindmico-4-hidroxilasa I
Coumarato: CoA ligasa I
Chalcona-Flavanona sintetasa II
Chalcona-Flavanona isomerasa II
Glucosiltransferasa II
Metiltranferasa II

El fitocromo ha sido mencionado como un receptor de pigmento en la
fotorregulacién de desarrollo de cloroplasto y en la sintesis de las - -
enzimas, (103).

Aunque las caracteristicas del fotorreceptor no estdn aGn bien estable-
cidas para las enzimas relacionadas con la sintesis de flavonoides en -
caltivos de células en suspensién de perejil, los glucésidos no han si-
do encontrados en la oscuridad y los hiveles de estas enzimas en la -
oscuridad son, en muchas ocasiones, menores del 10% de lo que se -
encontré en las condiciones 6ptimas de luz, (lé).

Se ha visto que es un fitocromo el que controla la acumﬁlacién de los

flavonoides. Este fitocromo es una protefna no globular con un peso-

molecular cerca de 120 000 y estd compuesta por 2 subunidades - - -
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iguales con una cadena cerrada tetrapirrolica croméfora. Este com
plejo puede sufrir la fototransformaciénry absorber cualquiera de las

dos regiones del espectro, el rojo (Pr) o el rojo lejano (Pfr), por -

lo que el fitocromo puede llevar a cabo la siguiente transformacién:

Pr ¢————— Pfr

_E1 fitocromo aparece con més frecuencia en el tejido merismdtico y
parece ser un componente de la membrana celular, (20). Las re—
cientes hipbtesis acerca de que el fitocromo controla la sintesis de
flavonoides, son, primero, que pueden permeabilizar la membrana -

y segundo, que puede haber cambios metabblicos, incluyendo altera-
ciones en la expresién de los genes y la induccién de las enzimas, -
(20,21). .

Como la enzima fenilalanina amonio liasa esti relacionada con la --
sintesis de flavonoides, varios investigadores se interesaron en el -
estudio del fotocontrol de esta enzima.

Fue Zﬁcker, (22); el primero en observar que la a.c.t'wldad de esta -
enzima era estimulada por la luz blanca en 1;». papa.

Sacher, (23), demostr6 que de 17 enzimas examinadas en la papa sélo
FAL era estimulada por la luz. .

La respuesta de las plantas por el cambio fotoreversible del fitocromo
son a menudo modificadas por la irradiacién.de mucho tiempo en la --
regién azul o én la regi6n del rojo lejano.

Las respuestas del rojo y del rojo lejano requiereh lJcm_2 (Joule) o -
més energia y son llamadas Respuestas de Alta Intensidad, HIR (High
Intensity Response).

Muchas investigaciones han considerado que los flavonoides tienen una
funcién en las plantas de selecionar la luz ultravioleta ya que todas -
ellas tienen una considerable absorcién en la reg@én de 200 a 380 nm,"’

hecho gue demuestra-en muchos casos tal hipbtesis.
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Estas mismas longitudes de onda son muy efectivas en la induccién de
altos niveles de flawonoides, (17).
En pocos casos la luz ultravioleta es efectiva para inducir la produc-

cién de antocianinas en callos de Haplopappus gracilis, encontré que -

era necesario dar a los tejidos prolongados tratamientos de luz, de -
longitud de onda menor de 390 nm, para que se pudieran formar las-

antocianinas.

Se ha observado lo mismo en cultivos en suspensién de células de - -

Petrogelinum grispum, en estos cultivos se incrementa la cantidad de ]
flavonoides cuando son estimuladas con luz ultravioleta con longitud -
de onda menor de 300 nm, (25). -

La radiacién ionizante también tiene efectos sobre los niveles de flavo

noides. Sparrow, (26), midieron el efecto de los rayos-X y las radia

ciones gamma sobre la acumulacién de antocianinas en Rumex crispus,

R. hydrolapathum y R. sanguineus y encontraron incrementos de 20 --
veces el nivel de flavonoides. 4 Los grandes incrementos ocurrfan.con
dosis letales o cerca de éstas.

[El contenido de autocianinas era incrementado en las hojas de 16 espe

cies si eran irvadiadas crénicamente y en 21 especies irradiadas en -
forma aguada: lo que parece ser es que las antocianinas aumentan por
la radiaci6én ionizante, por lo que es comidn la respuesta en las plan~
tas por este tipo devradiaciones.
De estos experimentos se concluyé que no habla diferencia en el conte
nido de antocianinas cuand6 se hacian las radiaciones en forma aguda -
o crbénica. En cambio se encontraron diferencias entre las plantas --
con respecto a la dosis.

60,

Las dosis de radiaciones de Co necesaria para producir incrementos

observables en antocianinas variaron de 3.0 kRad en Acer saccharum -

a 342 kRad en Luzula acuminata.
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Lane y Constantine, (27), reporéaron incrementos de 600 veces de cia
nidina -3-glucésido cuando irradiaban plantas de Z gamayg con 11KRad
de Coéo.

Efectos de la temperatura. En los climas templados es comin obser-

var que las antocianinas se incrementan con el comienzo del tiempo --
frio.BOverton en 1899 reporté que las bajas temperaturas favorecian-

la acumulacién de antocianinas en Hydrocharis morsusranae. . Desde -

‘entonces se ha comprobado ésto en plantas de Impatiens balsamina (28);

Malus Pumila (29); Euphorbia Pulcherrima (30); Citrus sinensia (31); -

Chrysanthemum morfolium (32). Los niveles de antocianinas son incre

mentados con estas temperaturas frias, mientras que las leucoantocia-
nidinas son disminuidas con el mismo tratamiento.
Las bajas temperaturas causan un incremento en la actividad de la - -

enzima FAL. Engelsma, (33), encontr6 que una temperatura menor —

de 10°C en luz o en la oscuridad de Cucumis sativus, causaba una ele

vacién en FAL en ambos tratamientos en frio y después de transferir-—

los a una temperatura en poco superior.

FAL es inducida por la luz, pero la duracién de esta respuesta estd -
de la temperatura. El incremento de FAL tiene un méximo a las 4 --
horas a 22°C y empieza a declinar, pero requiererde 20 horas a - - -
12.5°C para alcanzar el mdximo, A 10°C el incremento de FAL es -
muy lento, pero no demuestra declinacién o el médximo en un periodo -

de 24 horas.

Agua y cambios atmésfericos. Los niveles d_e flavonoides en plantas -

terrestres (no acudticas) responden a cambios en relacién con el agua.
Sobre todo la enzima FAL es muy sensible a niveles de agua, un - -
déficit del 2% de agua causa una reduccién de hasta el 40% en la acti
vidad de la enzima FAL por unidad de proteina Saunders y Mc.Clure,-

(34), econtraron que una breve sumergida en agua destilada incrementa
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significativamente la actividad de FAL en las plantas.

Los cambios atmésfericos pueden t'ener profundos efectos en la sinte-
sis de flavonofdes. Estos efectos tienen lugar en las primeras enzi-
mas involucradas en la biosintesis de flavonoides.

Russeu, (35), estudiando las propiedades de la Aenzima-\ c'm{trnico-4-hi-
droxilasa de Pisum sativum, encontrd que esta enzima era inhibida --
con 50-70% de monéxido de carbono de la atmdsfera ya que requeria -
de NADPH y de Oxigeno para su actividad.

Koukol y Dugger, (36), estudiaron los efectos del ozono en Rumex - -
crigspus y encontraron los glucésidos de cianidina s6lo en plantas ex--

puesitas al ozono o al smog urbano con altas concentraciones de ozono.

Incrementando los niveles de ozono hasla 1) ppm decrece el contenido

da antocianinas en Petunia hybrida y de Pelargonium hoftense, pero -

aumenta elconienido de antocianinas en las especies de Euphorbia - --

Pullcherrima (37).

fEfectos nutrionales. Gran cantidad de diferentes substancias, orgﬁni-—

7 cas e inorgdnicas han sido utilizadas para ver si hay algin cambio so-
bre la formacion del pigmento en los sistemas de sintesis de antociani-
nas, observdndose cambios. .La mayoria de estos compuestos tieneﬁ --
los mismos efectos estimulatoriés e inhibitorios en distintas plantas y -
en cultivo de células, para el crecimiento y para la sintesis del pig--
mento. )
La concentracién 6ptima de la substancia adicionada, su habilidad de --
penetrar en el sitio de la sintesis, el medio ambiente adecuado, son --
los factores que deben ser tomados en cuenta en los .expeArimem:os para
la sintesis de las antocianinas, (38). |

(:La sintesis de antocianinas requiere la presencia en el sistema de un

azicar y es javersamente proporcional a la sintesis de protei’na.ﬁl

Overton en 1899, observd que las antocianinas eran marcadarnentre ésti_

mualadas por diversos azficares en las hojas de Hydrocharis morsusra —
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nae. } Los aziicares pueden ejercer su influencia muy tempranamente -
en la biosintesis de las antocianinas. En general la sacarosa eleva la
fornacién de las antocianinas.

‘La relacién de azdcar y la sintesis de antocianinas fue estudiada por -
Eddy y Mapson en 1951, quienes eacontraron que la glucosa, fructosa,
sacarosa, galactosa, sorbosa y arabinosa eran igualmente efectivas ea
la. estimulacién del pigmento lo mismo en la luz que en la oscaridad -

s . .
{la concentracifn del azdcar fue del 17%), la

o

, sacarosa fue mds estimula
tiva cuando se exponia en la luz gque en la oscuridad.

Lasg condiciones que favorecen la rdpida sintesis de proteina en las - -
plantas son desfavorables a la produccién de antocianinas de modo que’
adicionando urea o nitrégeno inorgdnico a un sistema que sintetice - - .
pigmento generalmente reduce la formacién de éste. Inversamente, --
cuando lz sintesis de proteina es baja la produccién de antocianinas es
alta y al adicionar inhibidores para la proteina como la etionina, clran
fenicol, puromicina, actionomicina, cicloheximida, etc., aumenta la --

produccién del pigmento'en las plantas, (39). }

LBiosfntesi.s de Antocia.n'mas;
Estd clara que la estructura bdsica de la sintesis de antocianinas es -
comén en todas las plantas, basados en esta estructura, hay muchas -
variantes las cuales difieren ligeramente en los sustituyentes sobre és-
td, ‘de estas variantes todas requieren de una o mds enzimas para su -
sIntesis. i
El interés en la biosintesis de las antocianinas fue primero estimulado
por estudios genéticos en los colores de las flores, después por especu
laciones en la formacidén de la estructura general de esta clase de - -
compuestos y por Gltimo por estudios de la biosintesis con compuestos
radiactivos.
Existen muchos conocimientos acerca de la herencia de las antocianinas

en las plantas, ya que son uno de principales constituyentes de las plan

tas como pigmento.,}

.
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Lios estudips genéticos de los pigmentos de las flores fueron estudiados
por primera vez por Bateson darante la década de los 30's. Moncrieff
en 1936, encontraron diferenéias simples de un gene en la sintesis de -
antocianinas y uno de los frutos de este trabajo fué la hip6tesis de - -
Beadle de an gene una enzima, enunciada en 1945, (1).

/ La investigacién experimental en la genética de antocianinas o, en caso

general, de los flavonoides es muy simple; consiste principalmente en-
egcoger una planta la cual tiene un rango de formas de color en las --
flores, llevando a cabo la reproduccién de esta planta y estableciendo -
diferencias fenotipicas entre pares de mutantes y analizando varios geno ’
tipos para esos pigmentos, podemos llevar a cabo estudios genéti_cds en

las plantas para un determinado genotipo.

Las plantas mids adecuadas para los estudios genéticos SO;I aquellas que
son diplofdes, ya que tienen un ciclo de vida razonablemente rdpido y -
producen mayor cantidad de flores;

Existen reportadas 14 plantas que tieﬁen una informacidén genética ade--
cuada, como se puede observar en la tabla # 8.

En esta tabla .se observan los diferentes simbolos que son usados en dis
tintas plantas para el mismo efecto bioquimico.

Por ejemplo. la 3'-hidroxilacién ‘de antocianidinas, la oxidacién de Pg a

Cy es controlada por el gene M en Antirrhinum majus y por el gene —

Sm en Lathyrus odoratus. Esta situacién podria ser méds simple si se

utilizara un mismo simbolo para un mismo efecto en ambas plantaé. -
Sin embargo esta situacién no es tan simple como parece ya que en -

Antirrhinum majus M también controla la oxidacién de kaempferol a --

querczetin y de apigenidina a luteolinidina y en Lathyrus odoratus sélo -

se lleva a cabo la oxidacidén.

Por esto, es necesario que genes que aparentemente controlen el mis—
mo paso en la biosintesis de flavonoides puedan tener diferentes simbo

los -en distintas plantas.
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En la tabla # 8 también se observa que los genes que controlan la --
sintesis de flavonoides caen en dos clases, aquellos que modifican la
estructura y aquellos que controlan la produccién general de antocia-

ninas.

. -\ .
El blanco no es necesariamente un color recesivo, aunque si en algu

nos casos como en Petunia hybrida (40).

En Primula sinensis existe un gene dominante D para inhibir la sin-

‘tesis de antocianinas en flores.

Algunas mutantes blancas pueden contener trazas del pigmento y apa
recen unas motas de color en la flor. Algunas veces estas mutantes
pueden ser inducidas para sintetizar el pigmento, cuando se colocan-
las plantas en condiciones favorables para su sintesis.

i) Control genético de la hidroxilacién. La variacién de colores en -

las ﬂore-s de las plantas es debido a las mutaciones genéticas del - -

locus que controla la hidroxilacién de las antocianinas. En casi todas

las ialanl:as estudiadas las mutaciones ocurren en la direccién siguiente:
Delfinidina — — » Cianidina——— g Pelargonidina
Cianidina -————7 Pelargonidina -

(en plantas donde los tipos de delfinidina estd ausente)

Ademdés las relaciones recesgivo-dominante operan én la misma direc--

cién, Delfinidina es dominante sobre la Cianidina; Cianidina es domi--

nante sobre Pelargonidina.

Existe una excepcién a esta relacién en una planta tropical llamada --

Silvia splendens, donde Pelargonidina es dominante sobre Delfinidina.

Los genes controladores de la hidroxilacién de Pelargonidina Cianidina
y de Delfinidina, los cuales han sido descubiertos en muchas plantas,

a menudo también controlan la hidroxilacién de los flavonoles.

En el chicharo dulce los genes E y Sm actan de la siguiente manera:



- 35 .
TABLA # 8

Lista de genes que controlan la sintesis de flavonoides, (1)

Especie de la planta S{mbolo de Efecto que producen
los genes

Antirrhinum majus P Sintesis de antocianidinas
(diploide) y de flavonol.
Y Inhibicién en la sintesis

de auronas,
N Sintesis general.
M 3'-hidroxilacién.en antocianidi-
nas, flavoana y flavonol.
Cyclamen w Sintesis de antocianinas.
(diploide) F Incrementa la produccién de

Flavonol.

M 5-glucosilacién de las antocia-
ninas.
Dahlia variabilis A, B Sintesis de antocianinas.
(oc taploide) Y Sintesis de Chalcona y de aurona

I Sintesis Flavona.
Dianthus caryophyllus A,S5, M Sintesis de antocianinas.
(diploide) R 3'-hidroxilacién de antocianidi-
nas y de flavonol.
Impatiens balsamina H Sintesis de las antocianidinas y
leucoantocianidinas
L 5'-hidroxilacién de las antociani-
.dinas y flavonol. .
Lathyrus odoratus C, R Stntesis de antocianinas.
(diploide) K, M Sintesis de flavona.
E ‘5'-hidroxilacién de antocianidinas
y flavonol.

Sm 3'-hidroxilacién de antocianidinas

y flavonol.
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Matthiola incana B 3'-hidroxilacién de la antocia-
(diploide) nidina.
L 5-5glucosilacién de las antociani
nas.
\'4 Acilacién y glucosilacién de an-

tocianinas.

Phaseolus vulgaris \4 5'-hidroxilacién de las antociani
(diploide) dinas y flavonol.
Sh Sintesis de leucoantocianidinas.
Petunia hybrida M 5'-hidroxilacién de las antociani
(diploide) dinas. ‘
F Acilaci6n, glucosilacién y 3'-me-

tilacién de antocininas.

K 5'-metilacién de antocianidinas.
Pisum sativum B 5'-hidroxilacién de antocinidinas.
(diploide)
Cr Metilacibn y glucosilacién de an-
tocianidinas.
Primula sinensis K 5'—hidroxiiaci6n de antocianidinas
(diploide) vy flavonol.
. Dz Incrementan la sintesis de las -
antocianinas.
Incrementa la sintesis de flavona.
D + Inhibe la sintesis de antoci.an'ma.s.
Rapanus sativus H 3'-hidroxilacién de antocianidinas.
(diploide)
Solanum tuberosum I Inhibe la sintesis de antocianinas

en el tubero.

P 5'-hidroxilacién de antocianidina

y flavonol.
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Ac Acilacién, 5'-glucosilacién
3'-metilacién de antocianidinas.
Ac! 5'-metilacién de antocianidina.
Gl Glucosilacién de flavonol.
Streptocarpus hybrida v, F Sintesis g;eneral o lo;:alizada -
(diploide) de antocianinas.
(@] " 5'_hidroxilacién de antocianidi-
na y flavona.
M Metilacién de antocianidinas.

Q Glucosilacién de antocianidinas.

La 3'-hidroxilacién indica la produccién de Cy a partir de Pg.
La 5'-hidroxilacién indica la oxidacidén a delfinidina.
La 3" y 5'- metilacién indica la sintesis de petunidina y de -

malvidina a partir de delfinidina, respectivamente.



- OH ; OH
OH OH oH
‘Sm s : E
Ar 3-0H Ar 5-0H Ar oH
Pelargonidina Cianidina Delfinidina

El control genético de la hidroxilacién es usualmente especifico en el

tejido, siendo limitados en muchos casos por orgdnos florales, por -

ejemplo, en Impatiens balsamina las flores pueden tener Delfinidina,

Cianidina y Pelargonidina, pero el sépalo detiene simplemente Ciani-
dina.

El control genético de las plantas en la hidroxilacidén afecta la sinte
sis del pigmento, la expresién de genes puede diferir de un tejido a
otro, por ejemplo, en la papa el gene R controla la produccién de -

Pelargonidina en el tdbero, el Pelargonidina nunca ha sido encontra-

do en la flor de la papa.

ii) Control genético de la metilacién. La metiacién es generalmente -

restringida a las antocianinas en las flores de las plantas. El siste-
ma que se ha estudiado desde el punto de vista ge;nético es la metila
cién de Delfinidina via Petunidina a Malvidina.
H OMe OMe
~OH - . OH K OH
_— _—

Ar OH Ar OH - Ar OMe

Delfinidina Petunidina - Malvidina

Esgte proceso lo encontramos en Petunia hybrida, el gene F, el cual

también controla la glucosilacién, controla la sintesis de Petunidina -

(3‘-O-mei:i1aci6n) y el gene K controla la metilacién de Petunidina a

Malvidina.
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En la papa el gene Ac controla la 3'-0-metilacién y el gene Ac' con

trola la 5'-metilacién.

iii) Controlgenético de glucosilacién vy la acilacién.- Existen muchas -

pruebas de que la unién de azlcares a los pigmentos de las flores se
efectia bajo control genético.

La produccién de 3,5-diglucésido es normalmente dominante a 3-glucd
sido y 3,5-diglucdsido es recesivo a 3,5-triglucésido. Un total de 5 -

genes han sido descubiertos en Streptocarpus hybrida los cuales contro

lan la sintesis de glucosilacién en las antocianinas, (Harbone, 1963).

La via de glucosilacién en la planta pfesenta el siguiente esquema:

Preocursor de la

—2__, 3-glucésido Xz .3, 5-digluc6sido
antocianidina ’
3-sambubibsido 3-rutinésido-

5-glucésido

Todos los resultados genéticos indican que la glucosilacién se lleva a

cabo después de la sintesis de los flavonoides. Esta es la conclusién

a la cual se ha llegado y ha sido confirmada por estudios enximéiticos

en Phaseolus aureus.

La acilacién, que es el ataque del dcido cinimico a las antocianinas,
estd relacionada con la glucosilacién y es encontrada comnmente en
las plantas en las cuales el gene de la acilacién ha sido identificado.

El gene F controla la acilacién en Petunia hybrida, el gene Ac en --

Solanum tuberosum y el gene V en Matthiola incana.

E]l grupo acilante en todos los casos es el dcido p-coumarico y estd
en funcién de la 5-glucosilacién, es decir, la acilacién se lleva a —
cabo cuando se glucosila la posicién 5, estos Atipos de ataque se lle-

va a cabo al mismo tiempo.



A continuacién se muestra la reacién que se lleva a cabo.

OH

HO
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HO

Ac

OH

HO

/ O-Glucosa- 0-Ramnosa-0

|
0 p-Coumarico

V.
Glucosa
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BIOSINTESIS DE LOS FLAVONOIDES

Las correlaciones de la biosintesis entre diferentes clases de flavo--
noides han sido principalmente en base a los datos que se tienen en
genética, pero también han sido basados en la_fis'tolo.gfa yenla - -
bioquimica.

Como resultado de los experimentos en las plantas con compuestos -
marcados es posible dar una via para la biosintesis de los flavonoi-

des como se observa en el esquema # 2.

De este esquema general han surgido las interrelaciones entre varias
clases de estos compuestos. En el curso de los experimentos con -
compuestos marcados, hubo la necesidad de tener conoc'imiento con -
mds detalle a la secuencia y naturaleza de los pasos individuales de

la biosintesis de flavonoides y de su regulacién. Esto sélo se pudo -

lograr con las investigaciones de las enzimas involucradas en la bio-
e -

sintesis.

El inicio de los estudios enzimdticos sobre los flavonoides estuvo mar

cado por el descubrimiento de la primera enzima de la ruta fenilpropa

noide, fenil-alanina amonio liasa (FAL), por Koukol y Conn, (41).
Los progresos de esta técnica extuvieron limitados por algunos afios -
probablemente debido a las dificultades que habia en el aislamiento de
las enzimas de las plantas y a la relativa baja concentraci61.1 y varia-
cién de las actividades de las enzima‘s del metabolismo secundario du
rante el crecimiento de las plantas.

Tales dificultades han sido resueltas debido al uso-de cultivo de teji—

dos de plantas. KEstas investigaciones ahora forman la base de nues-

tros conocimientos en la enzimologia de la biosintesis de flavonoides.



Fenilalanina

Acido Cindmico . Matlonil; CoA

[Compuesto |ntermediario-_l

Chalcona rmasm——.4 FlavanonaT Flavona
v
Aurona FlavanonAol TH—> Flavonol
Y A v .
Isoflavona Flavenol O—H—) Antocianidina
¥
Flaven-3‘4-d|ol Antocianina

v R
Leucoantocianidinas

ESQUEMA N° 2
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ORIGEN DE LOS FLAVONOIDES DEL METABOLISMO PRIMARIO

De experimentos efectuados con compuestos radiactivos se dedujo que
los flavonoides se originan de las unidades de acetato o malonato y -
de intermediarios de la via del dcido shikimico.

El acetil-CoA o malonil-CoA, tienen importancia en la bioquimica de
las plantas, ya que de este paso empieza la biosintesis de los dcidos
grasos, poliacetilenos, isoprenoides y también para grupos caracteris

ticos, como los flavonoides.

En 1953, Birch y Donovan, enunciaron la "hipétesis del acetato' (42).
Esgtos autores consideran varios caminos que pueden seguir la cicliza
cién de un compuesto poli-beta-ceto, formado por la condensacién de
cabeza-cola de unidades de acetatoc o malonato, estos catﬁinos pueden
ser, la formaci6n de flavonoides, ligninas, estilbenos, é.cido benzoico,
etc..

Los flavonoides comprenden una gran familia de compuestos que tienen

un heterociclo de oxigeno, como se observa en la siguiente estructura:

Bésicamente el anillo A es formado por la condensacién de tres ''unida
des de acetato" (o de malonato), mientras que el anillo B proviene del

precursor de la via del d4cido shikimico.

CH3 T OH

3 |dl - + l
COO0H e
/
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ENZIMOLOGIA GENERAL DEL METABOLISMO FENILPROPANOIDE

El término "metabolismo general de fenilpropanoide'" es usado para -

describir la secuencia de reacciones involucradas en la conversién de

fenilalanina y/o tirosina a los compuestos activados del 4cido cinimico.

las enzimas conocidas en el metabolismo general fenilpropanoide son -

las siguientes:

Fenilalanina Amonio Liasa (FAL)
Tirosina Amonio Liasa (TAL)
Acido cinfmico-4-hidroxilasa
Coumarato-CoA Ligasa

. Fenolasas

Metiltransferasas

Empezaremos por describir cada una de las enzimas involucradas en
eata biosintesis.
Fenilalanina Amonio Liasa.(FAL)

FAL (E.C. 4.3.1.5.) cataliza la formacién del 4cido trans-cinimico, .
por la pérdida de amonio del aminodcido arom4tico que es la fenila--

lanina.

0OH OOH

NH2

FAL

v’

Este paso representa la divisién entre el meté‘bolismoprimario y el -
metabolismo secundario, (43).

La enzima FAL ha sido aislada de tubero de papa, (44), mafiz, (45)-
de Rhodotorula glutinig (46, 47) y de basidiomicetos (48, 49, 50, 51).

Esta via del metabolismo en las plantas contrasta con la via mids -
" L
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frecuentemente encontrada en los mamiferos y de algunos microorga- -
nismos que degradan la fenilalanina y la tirosina a &cido homogentisico.
La enzima FAL tiene un pe‘ao molecular de aproximadamente de 330 000
de forma esférica, compuesta de cuatro subunidades, cada una con un -
sitio activo en donde la dehidroalanina fué identificada como un constitu
yvente del centro catalitico.

L.a enzima no era inhibida por grupos ‘sulfihibrilos ¥y no requiere de -
algin otro co-factor.

FAL aislada de maiz y de papa tienen propiedades iguales. En cambio
la enzima aislada de levadﬁra tiene un peso molecular de 275 000 y en

contraste con la enzima aislada de papa y de mafgz se desactiva con -
los grupos sulfihidrilos.

Se ha podido explicar en términos de la activacién de FAL por medio -
de la luz, que existe FAL en forma .in‘act'wa.

Se ha logrado aislar la enzima tirosina amonio liasa (TAL) de las plan
tas (ver méds adelante), sin embargo esta enzima (TAL) no ha sido en-
contrada con una actividad similar a la que tiene FAL, por 16 que se -
supone que la enzima FAL actla sobre fenilalanina y otros compuestos
hidroxilados como la tirosina (52) o bien de que se trate. de isoenzimas
de FAL.

El fotoreceptor involu;:rado es a menudo, pero no siempre, el fitocro-
mo y en muchos casos los incrementos més marcados en la actividad -
de la enzima son debido al fotoreceptor que abosorbe la luz azul, por -

lo que se supone que la luz azul activa la-enzima FAL pre-existente --
inactiva y la luz blanca aumenta los niveles de FAL sintetizdndola de -

novo.

Otro interesante aspecto de esta enzima es la- correlacién que existe --

entre la produccién de flavonoides y la expresién de su actividad en el

desarrollo de tejido de las plantas para la produccién del pigmento.
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Los efectos regulatorios sobre la actividad de FAL in vivo puede --
ejercer inhibicién por producto final sobre los flavonoides, como con
cluye Atridge de sus experimentos con preparacién de las enzimas -
crudas in vitro (53).
Tirosina Amonio Liasa (TAL)

La presencia en algunas plantas de la enzima la cual convierte la tirg

_8ina en 4cido p-coumarico, fué primero demostrada por Neish, (54).

OoH COOH
H2
TAL

La enztma, que primero fué llamada tirasa,-es generalmente encontra

da en el pasto y en algunos hongos, (55).

En cebada (Hordeum vulgare), en maiz (Zea mays) y arroz (Oryza ---

sativa) se encontraron como fuentes adecuadas para aislar esta enzi--

ma y ademéds estas plantas tienen la habilidad de convertir a la tirosi
na a lignina con una alta eficiencia.
En la planta que estudiaron Young, Towers y Neish, (48) observaron -

que TAL nunca estaba sola, sino que siempre se encontraba junto con

FAL y en mucha menor concentracién que ésta.

Varios casos demuestran que en maiz existe una enzima que es respon
sable de la eliminacién del amonio de ambos aminodcidos y que el mis
mo sitio activo actla para ambos sustratos (52-56). Esto contrasta --

con FAL de la papa que no posee actividad para TAL.

Acido Cindmico-4-hidroxilasa (CAH)
Egta enzima lleva a cabo la reaccién de dcido cinidmico al 4dcido 4_—hi—'
droxicinimico (4cido p-coumarico) y fué reportada primera vez por --

Nair y Vining, (57).

3
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00H _ OOH
CAH R
02«)H’ H
0
NADPH 2
NADP* OH

Esta enzima fué aislada de plantas de chicharo Pisum sativum y desde
entonces se ha logrado aislar de trigo, (58), tallos de espdrragos, (59),
de papa, (60) y en hongos, (61).

Es probable que esté en todos los tejidos de las plantas ya que ésta pa
rece ser la ruta para el dcido coumarico.

CAH requiere para su actividad de oxigeno molecular y de NADPH.

La enzima aislada de los tallos de espdrragos ademds requiere de 4ci-
do tetrah;drofélico y la.de hongos requiere de FAD. -

Existen evidencias que funciona como oxidasa que consiste de un comple

jo multienzimético en el cual estd{ involucrado el citocromo P-450.para

activar el oxigeno molecular, ({(62).

p-Coumarato: CoA ligasa.

Los primeroé en demostrar la formacién de cinamoil: CoA en extractos
de hojas de espinacas (Beta vulgaris) fueron Walton y Butt, (63). Aun—
que esta reaccién fué reportada ser especifica para el 4cido cindmico,
como sustrato, no se ha encontrado una relacién entre la actividad enzi

mética y el metabolismo general fenilpropanoide.

\

0OH : © COSCoA

e~

CoA Ligasa

>

CoASH
OH ATP AMP, Pi OH
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Coumarato:CoA ligasa fué la primera enzima aislada de cultivo de cé

lulas en suspensién iluminadas de Petroselinum crispum y se observé6-

que estf especificamente relacionada con la biosintesis de flavonoides,
" (64). DPosteriormente se aislé de cultivo de células en suspensién de
soya Glycine max, en el cual el ciclo de crecimiento era méis cortoy
ademAds habia grandes incrementos en la actividad de las diversas en-

zimas involucradas en el metabolismo fenilpropanoide, (65, 66).

. La enzima aislada de soya ha sido purificada cerca de 12 veces por -
lo que ha sido usada para la sintesis de p-Coumaril:CoA.

Se ha observado que cuando las células eran congeladas a -20°C 1a --
actividad enzimética no se perdia, ni tampoco se observaba pérdida --

cuando la enzima era parcialmente pruficada y guardada a temperatura

de 4°C, (67).

La enzima tiene un peso molecular cerca de 55 000 y requiere para -

su actividad CoASH, ATP, Mg ++.

Fenolasas,

Vaugnan y Butt, (68) aislaron y purificaron de las hojas de espinaca -
Beta vulgaris una enzima la cual cataliza la conversién de &cido p-cou
marico de &cido cafeico (3,4-dihidroxicindmico).

Mientras que la enzima demuestra una baja especificidad por el sustra
to, tiene una alta especificidad por la posicién de la hidroxilacién, ya

que, ademés de hidroxilar la 3'-posicién del &cido coumarico, también
hidroxila esta misma posicién de los flavonoides naringenina, dihidroka
empferol y kaempferol, (69).

Sin embargo no se ha llegado a la conclusién de que, si el dcido cind-
mico o los flavonoides (o ambos) son los sustratos naturales para esta

enzima, (70).

La enzima de la espinaca demostré tener actividades de hidroxilasa vy
de catecol oxidasa, en donde el &cido ascérbico fué utilizado como un.

agente reductor, la purificacién de la enzima demostré tener cobre y
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que de acuerdo a Vaughan y Butt, (71) puede convertir la misma oxida

cién del intermediario orto-dihidrofenol para formar la 3'-hidroxilacién.
Una fenolasa obtenida de cultivo de células en suspensién de perejil, --

también requeria de 4cido asc6érbico como agente reductor, como se --

observa en la siguiente reaccibn:

OOH OOH

Fenolasa

\ 4

OH
OH OH

Metiltransferasas.

La metilacién especifica en la 3-0-posicién de varios 4cidos hidroxicing
micos en extractos de células de plantas y de cultivos de células en --
suspensién han sido reportadas por varios investigadores, (72-79). Se
observo que el grupo metilo era donado por la S-adenosilmetionina, (73).

Hess, (75), observ6 que el dcido cindmico era més eficiente como sus-

trato para la 3-0-metilacién en extractos de Petunia hybrida que las an
tocianinas. Sin embargo, reciéntes estudios sobre la especificidad de -
sustratos de una enzima O-metiltransferasa purificada de cultivo de - -

células en suspensién de Fetroselinum crispum, (79) y sobre cambios -

en la actividad de esta enzima después de tratar las células con luz, su
gieren que en este caso la metilacién tiene lugar preferentemente en el

estado de los flavonoides. ' h
00H . COOH
) 7

Metiltransferasa

OH  sam SAH OMe
OH OH
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Intermediario Chalcona-Flavanona

Como una extensién de la hip6tesis de Birch (ver pdgina 43), Grise--
Bach, (80) postulé que la primera reaccién especifica en la biosintesis
de los ﬂavc;noides es la condensacién mediante una enzima, de un - -
activo de cinfmico y tres moléculas de maionil:CoA, esta enzima es -
la chalcona-flavanona sintetasa, para dar la flavanona o la chalcona, a

continuacién se observa la reaccién postulada:

p . OH

o} .9 Qc¢?1 /\o\_fg

CH o

Ag\c/cH2 c AS"'C/ 2 c AS“C/ e
~| o
Co i M 1 CoAS
o} 0] 0
- -
OH
Ho

c
0
/ \c,’ . . 3CO2

OH Chalcola

Flavanona
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La reaccién formulada anteriormente fué obtenida de experimentos con
preparaciones de enzimas de cultivos en suspensién de células de pere
jilen la cual se obtuvo la naringenina (5,7,4'-trihidroxiflavanona) a par

tir de p-coumaril:CoA y de malonil:CoA ( 81).

Chalcona-Flavanona Isomerasa.
Del gran nimero de enzimas involucradas directamente en la biosinte-

sis de flavonoides, solamente la enzima chalcona-flavanona isomerasa

ha sido estudiada en relacién a la formacién de flavonoides en las plan

tas y en los cultivos de células en suspensién, (82-84).

Wierman investigé la variacién en la actividad de esta enzima en rela-

cién a la acurmulacién y ademds el metabolismo de chalconas y de flavo

noles en el desarrollo de anteras de Narcissus pseudonarcissus, Lilium

candidum y Tulipa. Estas plantas tienen un interés especial para el es
tudio de la biosintesis y el metabolismo de los flavonoides, porque pre-
sentan distintas fases diferenciales en la acumulacién de 4cido cinimico,

chalcona, flavonoles y antocianinas.

Las prppiedades de esta enzima aislada de cultivo de tejidos de perejil
han sido muy bien estudiadas en cuanto al cambio en la actividad des--
pués de iluminarlas, (85).

Esta enzima no requiere de alglin otro cofactor y cataliza la formacién

del neterociclo, cerrdndolo, de la chalcona a su correspondiente flava-

nona.

El equilibrio de esta reaccién favorece la formacién de las flavanonas -

a un pH fisiolégico, por lo que.se espera que esta reaccibén tenga la --

misma direccién in vivo.




Chalcona -Flavanona oxidasa.

Se ha observado que la enzima chalcona-flavanona oxidasa convierte la
chalcona y/o la flavona a la correspondiente flavona. Sin embargo, -
los intentos de aislar esta enzima de cultivosde células de perejil no
han sido reproducibles. S6lo se han obtenido de las hojas de perejil,

(86).

La reaccibén enzimdtica requiere de oxigeno molecular, de Fe (en for-
"ma férrica o ferrosa) y de un (os) cofactor (es) termoestable (es), la
naturaleza de est (0os)e cofactor(es) es atin desconocida.

Tampoco es posible decir si la chalcona o la flavanona es el sustrato

para esta enzima, donde la reaccién que se lleva a cabo es la siguien

oH 0

Flavona

OH

HO

OH 0



Glucosiltransferasas.

La flavona-7-0-glucésido, el flavonol-7-0-glucésido y la cianidina-3-0-
glucésido han sido aislados, los primeros dos de cultivos de tejidos de
perejil y la tercera de la col roja.

Primero hablaremos de las dos primeras enzimas y después de la - -

tercera.

.Las correspondientes enzimas glucosilantes son especificas para la po
sicién de estos flavonoides, ambas enzimas tienen un peso molecular -
similar de 55 000, no requiere de algin otro cofactor, ni de cationes‘
divalentes para su actividad, los donadores de la glucosa son la - -
UDP-glucosa y TDP-glucosa, (87).

La tercera enzima cataliza la zlucosilacién de la cianidina en la posi—

cién 3-0, usando como donador de la glucosa la UDP-glucosa, no re--
quiere de cofactores adicionales, ademéds la enzima puede glucosilar -
los siguientes compuestos como es el pelargonidina, peronidina, malvi
dina, kaempferol, quercetin y myrecetin, pero siempre en la posi.cién

3-0-, (88).

Las reacciones que se llevan a cabo son las siguientes:

HO

OH

0O-Glucosa

UDP-Glucosa



HO

O-Glucosa

OH ubp OH

ianidi UDP-Glucosa
Cianidina Cianidina-3-glucésido

Metiltransferasas.

Como se menciond anteriormente, adn no se sabe con certeza si los
grupos 0O-metil son introducidos en el estado de los flavonoides o en
el estado fenilpropanoide o en ambos.

Existe la evidencia que sugiere que la metiltransferasa, la cual fué -
aislada ;ie cultivos de células en suspensién de perejil iluminadas, es
taba especificamente involucrada en la metilacién de los flavonoides, -
(79).

Esta enzima cataliza la transferencia de los grupos metilo de la S-ade
nosil-Li-metionina (SAM) a’los flavonoides que tienen grupos hidroxilo -
en las posiciones 3' y 4' y exclusivamente se va a metilar la posicién

3' como a continuacién se observa;

’ OMe
OH OH
: HO 0
0
OH

H O

H

S 0H ; ;

SAM SAH
Cianidina Peonidina
SAM= S-adenosil-L-metionina ’

SAH= S-adenosil-homocisteina

E1l peso molecular de esta enzima es cerca de 48 000 y requiere de -

Mg** para su actividad 6ptima.
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FACTORES QUE AFECTAN LA SINTESIS DE ANTOCIANINAS EN
CULTIVO DE TEJIDOS

E1l uso de callos o cultivos de suspensién en células para el estudio de
la sintesis de flavonoides en las plantas ha ido en aumento, (89-92). -
Son muchas las ventajas que tiene sua uso, creciendo lineas de células
en cultivo axénicos. La contaminacién microbiana puede ser elimina-
da y se pueden obtener grandes cantidades de material de un mismo -

inbculo.

Esta técnica también puede descubir vias biogquimicas que normalmen--
te no son expresadas en la planta intacta, por ejemplo, Stickland y --

Sunderland, (93) crecieron cultivos de células de Haploppapus gracilis

y encontraron cianidina-3-glucésido y cianidina-3-rutinésido, en cam--
bio en las plantas maduras no se han encontrado ninguna de estas - -

antocianinas.

En realidad la produccién de flavonoides en callos y en cultivo de cé-
lulas en suspensién puede ser una caracteristica de éstos, que la-plag
ta no puede tener. EIl material para el estudio de la acumulacién de
flavonoides pueden ser dpices, hipocotiles pétalos u hojas. El orgéno
con que se trabaja responde a los mismos estimulos exiternos de la -

misma manera, sino es que mejor que en condiciones artificiales.

Los factores que afectan la acumulacién de antocianinas en cultivo de -

células en suspensién de Populus hybridis fueron reportados por Matsu

moto y colaboradores, (89-91) y por Constabel y colaboradores, (92) -

trabajando con cultivos de células de Haploppapus ﬂacﬂis. Estos fac-

tores fueron;
Los cultivos tienen un rango de crecimiento de 28°C, pero a menor --
temperatura de 28°C hay més acumulacién de antocianinas.

El crecimiento es estimulado por luz roja e inhibido por la luz azul,

pero las células acumulan mayor cantidad de pigmento cuando eran -
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expuestas a la luz azul o blanca, mientras que el pigmento no era -
formado pbr la luz roja y en la oscuridad.

El pigmento formado fué identificado como cianidina-3-glucésido (chry-
santemin).

El 2,4-D (diclorofenoxiacético) aumenta la formacién del pigmento en-
una concentracién de 0.5 mg/l de cultivo, mientras que el Kinetin - -
‘inhibe la formacién de antocianinas.

La auxina NAA, &4cido alfa-naftalenacético, mostré ser mis efectiva -
para la acumulacién de antocianinas.

El pK inicial para la formacién del pigmento fué de 6.5.

La riboflavina también aumenta la acumulacién de antocianinas la con-
centracién 6ptima fué de 0.25 mg/1.

Como fuente de carbono se observé que la sacarosa era méds efectiva

para la acumulacién de antocianinas.



CONCLUSIONES
En base a la revisién hecha he llegado a las siguientes concluciones:

A) Las antocianinas son pigmentos que dan color a las flores,

frutos, hojas, tallos, etc.
B) Las antocianinas estdn basadas en una estructura singular

para todas ellas, en donde nada mds varia los sustituyentes de la po-
siciones 3', 5', 3, 5,7 para que se presente una determinada antocia-

nina y un solo color.

C) Su aislamiento es relativamente sencillo cuando se tiene el
cuidado de no hidrolizar la antocianina para que no se forme la anto--

cianidina y el azdcar.

D) Su fuente de obtencién es muy amplia, ya que la podemos -
encontrar en todas las flores, en muchos frutos y en algunas hojas y -

tallos.

E) Se puede identificar por distintas técnicas de cromatografia
v por el méximo de absorcién que se observa en la regién visible o -

en la ultravioleta.

F) L.a biosintesis de antocianinas se ha estudiado en forma ais
lada, es decir, se ha estudiado una enzima en una planta, otra enzima
en cultivo de tejidos, pero toda la biosintesis no se ha estudiado en --
una sola planta o en una sola linea celular.

G) Se ha observado que las antocianinas son el producto de una
parte del metabolismo secﬁndario, en ‘doqde su biosfntesis no nada més
es exclusiva para los flavonoides, sino que también para las ligninas, -

catequinas, etc,

H) La via para la biosintesis de las antocianinas se ha dividido
en dos partes, la primera, en el metabolismo general fenilpropanoide,
en el cual se sintetizan los intermediarios para los productos menc;i.o-

nados en el inciso G, y la segunda, es exclusiva para los flavonoides.
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En la primera parte se conocen todas las enzimas involucradas para
llegar a cinamoil:CoA y en la segunda parte solo se conocen algunas

enzimas y faltan por conocer algunas otras.

I) El esquema # 3 muestra lo que podria ser la biosintesis -
de las antocianinas, sin embargo alin no se conocen las enzimas que
llevan a cabo las siguientes reacciones;

I

Flavanona Dihidroflavonol — 1 Pelargonidina

En la que I podria ser una flavanona-3-hidroxilasa y que II fuera - -
Dihidroflavonol-deshidroxilasa, sin que se pueda asegurar que se tra-
ta de estas enzimas, pues hasta el momento no han sido reportadas.’
Por lo que si queremos saber si se trata de estas enzimas es prefg-

rible tratar con cultivo de tejidos que con plantas, ya que ofrecen —

més ventajas que una planta no las presenta. Para que los cultivos
de tejidos tenga una buena acumulacién de antocianinas son necesarias

las- siguientes condiciones;

El cultivo debe estar muy bien iluminado con luz blanca, y si es posi

ble con luz azul, ya que se acumula mayor cantidad de pigmento en -

el tejido.

Los cultivos deben estar a una’ temperatura menor de 28°C para que -
tenga una buena acumulacién del pigmento, ya que se ha observado --
que la temperatura tiene una 'mfiuencia importante en la produccién --
del pigmento.”

Los cultivos deben tener NAA, para que tengan una buena acumulacién

de pigmento.



ESQUEAA 3
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