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INTRODUCCION

En los anos cuarentas, se empezaron a probar en México nuevos
cultivos en varios ditritos de riego y temporal, encontrando que la pro
duccién por hectdrea era mejor para estos cultivos que la del mafz. Sin
embargo, la falta de mercado para estas especies como son: mijo, gira -
sol, soya y sorgo, hizo que su produccién fuera esporéddica. Solamente en
el estado de Sinaloa, en sus tierras de temporal, el sorgo, también lla-
mado "milo-mafz", tuvo cierta importancia.

En 1960, ya se registré oficialmente una produccién de 210 mil
toneladas de grano, sin contar con una importante produccién consumida -
como forraje verde.

El sorgo es un cultivo que no requiere de riego, su cultivo per
mite el uso de zonas de poca precipitacién pluvial, en donde el cultivo
del mafz no puede alcanzar buenos rendimientos.

El sorgo ha adquirido gran importancia para la produccién de ali
mentos concentrados y equilibrados necesarios en establos y para la engor
da de ganado vacuno de corral. El sorgo es de primera importancia como -
sucedéneo del mafz, cuya produccién en ocasiones resulta menor y a mayor
costo, por lo que es una planta valiosa para combatir la pobreza de la po

blacién rural de las zonas semidridas del pais.

Recientemente, el cultivo del sorgo va ganando terreno y las ci-
fras por hectdrea para su cultivo se han ido multiplicando. A pesar de que
se utiliza semilla mejorada que ya se produce en la zona, se ha visto que

ain falta perfeccionar el cultivo y mejorar la productividad en las re-



oiones de siembra.

En los dltimos atfios se ha desarrollado en el Colegio de Post-
Graduados de Chapingo, un programa de mejoramiento de variedades de sor-
g0, para que se puedan tener buenos rendimientos bajo las condiciones am-
bientales de México. Para esto se busca que las variedades de sorgo pue -
dan producir grano en climas frios y que sean precoces, esto Wltimos es
una caracteristica importante en regiones en donde existen limitaciones
en la disponibilidad de agua o el ciclo de lluvia es muy corto y hay la
posibilidad de heladas tempranas, que pueden causar la pérdida de la co-
secha.,

El presente trabajo tiemne como antecedente las observaciones -
que se han hecho en el Colegio de Post-Graduados de Chapingo, sobre dis -
tintas variedades de sorgo. Estas observaciones se describen de la siguien
te manera: algunas variedades de sorgo presentan la aparicién en sus ho -
jas de pigmentacién roja, que se cree es debida a la sintesis de antocia-
ninas en las plantas. Al mismo tiempo se ha observado una correlacién en-
tre la aparicién del color en las hojas y el alargamiento del ciclo vege-—
tativo, con respecto a otras variedades que no muestran la coloracién.

Para seleccionar las semillas de sorgo para la siembra anual en

" precoces" ( ciclo vegeta

Chapingo, se escogen variedades de las llamadas
tivo corto), las cuales no han mostrado la produccién de color rojo.

Se ha sugerido que este fenémeno puede estar relacionado con las
bajas temperaturas nocturnas registradas durante las fechas de siembra

y en las diferentes fases de desarrollo del sorgo en valles altos como -

los de México, ya que se cree, que las mismas variedades sembradas en ba-
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jas altitudes no presentarfan esta coloracién.

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles que se encuentran
en la savia vacuolar de las células vegetales. Se encuentran presentes
en varias partes de la planta como: flores, frutos, semillas, raices,
etc, y en ocasiones en hojas, proporcionando colores como son: rojo, azul
y violeta.

Las antocianinas se encuentran agrupadas dentro de un grupo de
compuestos denominados flavonoides, los cuales derivan todos de una es-—
tructura quimica bédsica. La importancia de este grupo de flavonoides en
plantas, en general no es conocida,

Se ha visto que la biosintesis de antocianinas en vegetales de-
pende en gran parte de prolongados perfodos de irradiacién a relativamen
te altas intensidades de luz. Existen otros parédmetros que pueden afec -
tar la sintesis de antocianinas como son: infecciones virales, dafios fi
sicos, temperaturas, etc.

El objeto de este trabajo, es el de traﬁar de determinar los -
factores o pardmetros ambientales que controlan la produccién del pigmen
to en distintas variedades de sorgo, constituyendo asf el primer paso -
para determinar la existencia de una relacién biogquimica o fisiolégica

entre precocidad y aparicién de antocianinas.



CONSIDERACIONES  GENERALES

I  ASPECTOS GENERALES DE PIGMENTOS FLAVONOIDES

La mayorfa de los colores brillantes que se encuentran presen_
tes en flores y frutos, se deben principalmente a la presencia de gru__
pos de compuestos flavonoides. Sin embargo, el color también puede de-
berse a la presencia de otros pigmentos como son los carotenoides.

Los pigmentos flavonoides son una serie de compuestos fenélicos
glucosilados, solubles en agua, que tienen una estructura bédsica comin

constituida por un esqueleto de 15 carbonos:

flavona 6 2-fenil cromona

Dentro de los flavonoides se agrupan varias clases de compues-—
tos que difieren unos de otros s6lo por el estado de oxidacién en la -

posicién C Existe un nimero limitado de estructuras como se muestra

3 °
en la siguiente tabla:
Nombre Estructura en C3
Flavan-3-ol l
H



Nombre

Flavona

Flavan-3,4-diol

Dihidrochalcona

Chalcona

Flavanona

Di-hidroxi-flavonol

Antocianina

Flavonol

Estructura‘en C3

jegea

OH

Hy

Csv-q;z

Gt



Nombre Estructura en C

Isoflavona

Aurona =CH—

Sin embargo, aunque algunas clases de compuestos no poseen -
realmente el esqueleto bdsico, se han incluido en la clasificacién de
flavonoides ya que estdn relacionados quimica y biosintéticamente eon
los otros compuestos.

Los compuestos individuales de cada clase se distinguen entre
si{, por el nimero y orientacién de los grupos hidroxilo y metoxilo -
que se encuentran arreglados de acuerdo a patrones restringidos en las
moléculas de flavonoides, reflejando asi los diversos origenes biosin-
téticos de cada uno de los anillos aromiticos.

En el anillo A, la mayoria de los grupos hidroxilo estén en -
las posiciones 5 y 7 o s6lo en 7 y generalmente no metilados.

En el anillo B, se encuentran uno, dos o tres grupos hidroxilos
o metoxilos en las posiciones: 3',4' y 5'.

En la mayoria de los casos, los compuestos flavonoides existen



como glicésidos en las plantas, esto es, uno o mds de los grupos hidro-
xilos estén unidos por una unién semiacetal con un azidcar. Los compues
tos libres de azdcar, aunque su presencia ha sido reportada en plantas,
es posible que se hayan producido durante su extgaccidn. Swain (1965),
reporta que muchos de los tejidos contienen glicosidasas muy activas -
cue pueden actuar alin en presencia de altas concentraciones de disolven
tes orgénicos.

La presencia de azdcares en la molécula da cierta solubilidad
a los flavonoides dentro de la savia celular. Los zzlcares encontrados
en glicésidos de flavonoides incluyen simples hexosas y pentosas ( moné _
sidos), ademds bi y tri sacdridos ( biésidos y triésidos respectivamen —
te), siempre combinados en Cl ¥ generalmente por una unién /3 . El al
gunos casos pueden estar sustituyendo mids de un grupo hidroxilo dando
dimonésidos.

D~glucosa, sola o como parte de un disaclrido es el azlcar més
comin en los glicésidos; D-galactosa y D-ramnosa son menos frecuentes,
L-arabinosa y D-xilosa son raras.

En general los residuos de azicar estd&n unidos en las posicio-
nes C3 y CS. Se ha acostumbrado distinguir los glicésidos dédndoles nom-
bres triviales de acuerdo a las especies de donde derivan o fueron ais-
lados por primera vez.

Se han encontrado también, flavonoides complejos o acilados de-
rivados de los glicésidos, en los cuales se encuentran 4cidos orgénicos
como: 4cido p-hidroxi benzoico, &4cido malénico, &cido p-cumédrico, 4cido

sindpico y en ocasiones también &cido acético unidos a la moléeula

= P



formundo uniones éster con uno de los grupos hidroxilo del azicar.

Los cuatro tipos de flavonoides que estdn relacionados direc -
tamente con la coloracién de las plantas son: antocianinas, flavonoles,
chalconas y auronas. La coloracién de estos compuestos se debe a que -
absorben luz en la regién visible del espectro ( 400 - 800 nm )e La -
presencia de dobles ligaduras conjugadas y de grupos croméforos y au-
x6cromos promueven en estos compuestos la transicién de electrones a -
niveles de mayor energia. En base a esto, los diferentes compuestos -

flavonoides presentan caracterfsticas especiales en sus espectros.

TABLA DONDE SE MUESTRAN LAS DIFERENCIAS DE LOS ESPECTROS

DE DISTINTOS COMPUESTOS FLAVONOIDES.

Nombre banda I A max. banda II A max.

( nm) ( nm)

Flavanal-3-ol 275-280
Flavanonas 310-330 275-290
Flavonoles 330-350 250-270
Chalconas 360-390 240-260
Auronas 390-430 240-260
Antocianinas 475-560 275-280

El aumento de hidroxilacién tiene el efecto de aumentar la la
ritud de onda mdxima de absorcién, debido al aumento de electrones que

no estdn formando enlaces, proporcionados por los grupos hidroxilos.



Su contritucién dependerd de la posicién de la sustitucién. La acila -

cién de estos grupos da como resultado un cambio en la longitud de on —
da m&xima de absorciénj; la metilacién o formacién de glicésidos tiene -
un menor efecto . El espectro en todos los grupos de compuestos flavo-
noides es alterado cuando sus grupos hidroxilos estdn ionizados o cuando

hay formacién de guelatos con metales.



IT NOMENCLATURA Y QUIMICA DE ANTOCIANINAS

El término de antocianinas fue propuesto inicialmente en 1835
por Marquart, para denominar el pigmento azul de la flor "cornflower"

(Centaurea cyanus); m&s tarde se usé con un sentido m&s amplio para

denominar a todo un grupo de pigmentos similares, ya que se encontré
que los colores rojo y azul se manifiestan por un solo tipo de pigmen-

to.
Willstéter y Everest (1913), establecieron que las antociani -

nas, la mayoria de las cuales se encuentran disueltas en la savia celu
lar de flores, frutas y otros 6rganos de las plantas, pertenecen a un
grupo de glicésidos con una estructura comin establecida por primera
vez por Willstiter (1915) y més tarde confirmada por Robinson (1932),
siendo la estructura encontrada la de: 2-fenil benzopirilium o ién fla

vilium,.

5 4 catién flavilium

Las porciones libres de azdcar han sido nombradas antocianidi -
nas (agliconas), de las agliconas que han sido aisladas de plantas se
han encontrado presentes en forma comin seis antocianidinas: pelargoni
dina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina,

Numerosas investigaciones han mostrado que el patrén de hidro-
xilacién de antocianidinas naturales puede clasificarse dentro de tres

grupos bédsicos de pigmentos: pelargonidina, cianidina y delfinidinaj

- 10 =



todas estdn nidroxiladas en las vosicionres: 3, 5 y 7. Sus derivados me

tilados se encuentran comunmente en la naturaleza.

Cianidina
OCH3
HO ’ Q OH
iiiill]|lll!i OH
OH
Peor.idina Malvidina

Se conocen en total doce antocianidinas, ocho de las cuales -
tienen una estructura basada en las estructuras de: cianidina y delfi-
nidina y las cuatro restantes basadas en la estructura de pelargonidi-
na,

Las antocianidinas que carecen de grupo hidroxilo en la posi -

cién €, como son: apigeninidina y luteolinidina son muy raras.

3
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HO

OH

HO

OH OH

Apigeninidina Luteolinidina

Fong et al. (1974) reportan que las antocianinas aciladas no -
han sido investigadas como los pigmentos monoglucésidos. Sin embargo
encontraron que el &4cido acético puede estar acilando antocianinas -
3,5-diglucésidos. Sus investigaciones han demostrado que lzs antocia -
ninas acetiladas son extremadamente l4biles y se descomponen répidamql
te en presencia de &cidos minerales.

Los distintos tipos de antocianinas se dividen de acuerdo con
el nimero de azicares unidos y su posicién, se han encontrado pocos di

sacdridos y ain menos trisacédridos.

- 12 =



III EFECTOS SOBRE EL COLOR DE ANTOCIANIDINAS

El color visible de las antocianidinas es dependiente del nd-
mero y orientacién de los grupos hidroxilo y metoxilo. El.color varia

desde:

amarillo-naranja — — - — — — — > azul

( Apigeninidina) ( Delfinidina)

Lz intensidad del color también depende del pH, debido al ca -

racter iénico de las antocianidinas, conforme se va neutralizando mucho

del pigmento se transforma en su forma incolora de pseudo-base:

OH

Las soluciones de antocianinas son rojas en soluciones 4cidas
y azules en alcalinas. El pH de la savia celular de las plantas es con
siderado un factor importante para la manifestacién del color,

"Muchos de los efectos del color son producidos por interaccién
de las antocianinas con otros pigmentos ( in vivo), este fenémeno se
conoce como co-pigmentacién, en donde hay formacién de complejos con -
otros pigmentos.

Las antocianinas también forman quelatos in vivo con iones me-

t&licos teniérdose como resultado una pigmentacién azulosa en flores.

- 13 =



Los requerimientos pura formar un guelsto y con ello tener un
cambio de color de rojo a azul son:

a) Antocianinas con grupo catecol

b) Metal quelante ( Al, Mg 6 Mo )

¢) Un balance mineral interno que promueva la disponibilidad

de los metales quelantes.

= A4 =



Iv DISTRIBUCION E TIMPORTANCIa DE ANTOCTANINAS EN  PuaVi'iS

Las antoci«ninas estdn ampliamente distribuicdas en la natura -
lezz, se les encuentra en:
Pétalos: en donde proporcionan colores como: rojo, azul, lila, etc.
.
Frutos: los glicédsidos en frutos son m&s simples en estructura que -
los zue se han deterri:ado en flores.

Hojas: los flavonoles y flavonas son constituyentes coriunes de ho -
jas, pero no asf las antocianinas. Sin embarso, su presencia -«
ha sido otservada en hojas de plantas jévenes. Las antocia -
ninas mds comunes son los derivados 3-glicosidicos. Harborne
(1965), reporta que la pelargonidina y delfinidina ase encuen_
tran con mucha frecuencia en flores, pero en general se en -
cuentran ausentes en hojas pigmentadas, las cuales casi siem_

pre contienen cianidina y sus derivados, en todos los estados

de crecimiento de la nlanta.

Las antocianinas junto con la clorofila y carotenos, son los

grupos colnviios considerables y caracterfisticos de las plantas supe -
riores. Sin embargo, en algunas plantas las antocianinas son reempla -
zadas por betacianinas nitrogenadas.

Lzs antocianinas son los Gnicos flavonoides visibles en hojas,
su corntribucién puede considerarse bajo tres tipos:

1) Pigmeatos rojos formados transitoriamente en hojas jévenes

gue desaparecen cuando éstas crecen.

= 15 =



2) En ocasiones se observa como pigmentacién permanente de la

hoja.

3) Coloracién otonal: dada por antocianinas y carotenos.

La coloracibén de antocianinas se ha observado en cierto género
de plantas y se cree que su completo desarrollo es dependiente ae fac_
tores climéticos.

La importancia de la presencia de flavonoides, en especial de
antocianinas no es bien conocida. Se han sugerido las siguientes expli
caciones para justificar su presencia:

a) Dar color a las flores y frutos con el fin de atraer a los
animales e insectos y de esta forma asegurar la fertilizacién.

b) Debido a que los flavonoides estdn presentes en forma uni ~
versal, es posible que a veces funcionen en las hojas como regulado -
res de crecimiento y también se cree que pueden ser inhibidores de la
germinacién.

c) Como una fuente de reserva de carbohidratos; las hojas j6-
venes de muchas plantas superiores producen antocianinas que desapare_
cen répidamente. La causa de la formacién de antocianinas en esta eta-
pa del desarrollo en hojas es posiblemente la acumulacién de azicares
en los tejidos en cantidades en exceso a los requerimientos inmedia -
tos de la planta para el crecimiento. De hecho, la sintesis de anto -
cianinas en hojas parece estar bastante relacionada con el metabolis_
mo de carbohidratos.

d) Otras condiciones que provocan la acumulacién de antociani_
nas en hojas incluyen las infecciones debidas a hongos y virus. Su ap
ricién se considera como un mecanismo de defensa desarrollado por la

planta.
- 16 =



v BIOSINTESIS DE ANTOCIANINAS

Robinson ( 1921), postulé que los flavonoides derivan biogend
ticamente de dos unidades: C6 - C3 y C6 ( anillo A ).

Birch y Donovan (1953), propusieron la hipétesis de que los -
flavonoides se obtenian de la unién de tres moléculas de acetato adi -
cionadas a &cido cindmico o compuestos relacionados. Esta hipétesis -
hasta el momento se ha considerado correcta y a sido reforzada por tra
bajos posteriores hechos con precursores radioactivos.

Lo que se sabe actualmente es que: el anillo A de flavonoides
esta formado por una condensacién cabeza-cola de tres unidades acetilo

(malonilo), mientras que el anillo B y los 4tomos de carbono 2,3y 4

se originan de una unidad fenil propano.

# unidad fenil propano
e grupo carboxilo de ace

tato ( malonato)

a grupo metilo de aceta~

to ( malonato ).

La formacién de compuestos fenil propano en plantas es via -
4cido shikimico y prefénico y su precursor mids efectivo es lL-fenil -

alanina

= A7 =



(=) (-)
CHs=CH=CO;~ ———— ———————— > H=CH—CO
(fenil alanina

(+) NH3 amonio liasa ) (+)

L- fenil alanina trans-4cido cindmico

Por estudios realizados con derivados de acetato, se supone que
malonil-Co—A y no acetil-Co-A es el intermediario biolégico en la far
macién del anillo A de flavonoides.

Puede suponerse gue los oxigenos de las posiciones 5 y 7 de los
flavonoides, asi como el del anillo heterociclico, también se originan
del grupo carboxilo de malonato.

De los datos experimentales se ha concluido el siguiente diagra

ma para la sintesis de diversos compuestos:

Fenil alanina; - — — _>Acidos/I{:iné.micos¢\\—\—~- --->Lignina, lignanos
Y i N T~
Pirosina— s | N\ X S Cumarinas
7 [ S
/ | * % SAcidos benzoicos
/7 | b
( 3 malonatos) Y | N N (16 2 malonatos)
/ | AN
/ | AN
P N
Y N2 N
Estilbenos ,Chalconas %¢-Pirona
g Mo .
L I g (derivados)
Ve | ~
Vs Ny
L Vo ~a
Auronas Antocianinas Isoflavonas
Flavonas
Catequinas
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VI INFLUENCIA DE LA LUZ EN LA FORMACION DE ANTOCIANINAS

La sintesis de antocianinas asi como algunas otras respuestas
fotomorfogénicas de plantas, requieren de prolongados perfodos de irra
diacién a relativamente altas intensidades de luz. Este efecto de luz
aparentemente es independiente de la fotosintesis.

El sistema fotoquimico gue controla las respuestas morfogéni -
cas de plantas ha sido llamado sistema de reaccién de alta energia (HIB)
para distinguirlo del sistema de fitocromo que controla el rojo- Tojo
lejano, el cual requiere de dosis bajas de radiacién visible.

Las regiones del azul y rojo lejano del espectro son las mis -

efectivas para inducir respuestas en el HER.

VII INDUCCION DE FENIL ALANINA AMONIO LIASA ( PAL )

El descubrimiento de la enzima (PAL) puede ser Util para enten
der las bases moleculares de los efctos de luz y otros factores en la
sintesis de compuestos fenélicos derivados de fenil alanina. Esta enzi
ma cataliza la desaminacién directa de I~fenil alanina a 4cido trans-
cindmico, el esqueleto de carbonos de éste &cido puede ser incorporado
en una amplia variedad de compuestos fenélicos.

La estimulacién de sintesis de PAL inducida por luz fue obser-
vada en el sistema de papa y se reinvestigé en otros sistemas envol -
viendo fotoregulacién para la sintesis de fenélicos, teniendo el mis-
mo resultado.

= 19 =



La sintesis de PAL estd controlada por fitocromo, pero no en -
todas las vlantas jévenes, algunas no muestran dependencia de luz para
la sintesis de PAL:; la sintesis no es necesariamente bajo control de -
fitocromo en todos los tejidos de las pladntulas. La sintesis de PAL en
tejidos de hojas verdes, se controla con frecuencia por reacciones foto
sintéticas.

La induccién de PAL en algunos tejidos ha sido demostrada debi-
do a la influencia de hormonas. Entre las hormonas efectivas se inclu -
yen: giberelina, 4cido abscisico y etileno.

La excisién del tejido es otro requerimiento para la induccién
de PAL en algunos sistemas sensibles a la luz. En los casos en que hay
una ruptura seguida de una infeccién con patégenos, se estimula grande-
mente la sintesis. i

La variedad de factores que influyen en la induccién de PAL,
generalmente estimulan la produccién de coméuestos fenélicos, En mu-
chos sistemas de induccién, la sintesis de PAL puede correlacionarse
con la subsecuente aparicién en el tejido de compuestos fenélicos que
derivan total o parcialmente de fenil alanina, como son: lignina, fla_
vonoides y conjugados hidroxicinamoilos. Sin embargo, la sintesis de
PAL y biosIntesis de fenblicos, no pueden siempre correlacionarse. Se
han sugerido dualidad de caminos en biosintesis de fenélicos en donde
no se incluye PAL, La interconversién de compuestos fenélicos puede -
estar influenciada por condiciones de iluminacién que afectan la sin -

tesis de PAL.
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Muchas enzimas que catalizan los pasos subsecuentes en la
biosintesis de fendlicos son inducidas simultédneamente con PAL por la
luz o etileno. Esto sugiere que el operén fenélico inducido por 1luz,
consiste de genes estructurales para por lo menos tres enzimas que exis
ten en los tejidos de las plantas.

Los caminos distintos de biosintesis de fenélicos, dando dis-

tintos productos finales pueden envolver diferentes isoenzimas. Zucker

(1972).
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VIII ANTOCIANINAS EN  SORGO

Se tienen algunos datos sobre la produccién de antocianinas en
plantas de sorgo, principalmente en algunas partes de la planta como -
son: rafz, tallo, coleoptilo y primer internodo.

Dowvns y Siegelman ( 1962), reportan que para la produccién de
antocianinas en coleoptilos, rafces e internodos en varias especies de
plantas de sorgo, es necesario una irradiacién de intensidad moderada,
observando ademds que el espectro de formacién es diferente para cada
especie.

Encontraron también que en la produccién de antocianinas la -
temperatura tanto en los perfodos de incubacién en la oscuridad, como
en los de luz, es un factor determinante de la cantidad de pigmento -
producido. Mixima produccién ocurrié como respuesta a una temperatu-
ra de 20°C gurante el perfodo de incubacién en la oscuridad.

La cantidad de antocianinas formada en pléntulas de sorgo au
menta al aumentar la iluminacién, requiriendo mayor tiempo para la pPIO
duccién cuando la intensidad es menor. En cada caso la proporcién de -
acumulacién fue linear una vez que la antocianina aparecié pero las -
proporciones a alta y baja iluminacién no fueron las mismas.

Stafford ( 1965 , 1966 ), reporta la presencia de tres tipos
de antocianinas presentes en varias partes de la planta de sorgo.

Cianidina, producida en coleoptilo, rafces asi como en el pri-
mer internodo, esta antocianina predomina cuando las distintas partes

se han sometido a tratamientos a alta intensidad de luz.
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Los pigmentos anaranjados y amarillos correspondientes a luteo
linidina y apigeninidina, se encontraron en grandes cantidades en cu -
biertas de semillas y rafces. Se observé que la luz no tiene efecto en
la sintesis neta de una de éstas antocianinas, apigeninidinaj; mientras
que acelera la produccién de luteolinidina y es un requisito obligato-
rio para la sintesis del tercer tipo, cianidina.

Stafford encontré datos en los que se sugiere gque la sintesis
de proteinas es un factor limitante en la acumulacién neta de antocia-
ninas en tejidos separados del primer internodc de plé&ntulas de sorgo.
La evidencia para esta conclusién,es un tiempo mayor requerido para la
aparicién de antocianinas, cuando se usaron inhibidores de sIntesis de

proteinas
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X METODOS ANALITICOS PaRA IDENTIFICACION DE ANTOCIANINAS

4) IDENTIFICACION POR CROMATOGRAFIA

La cromatografia es una técnica indispensable para el estudio
de toda clase de pigmentos de plantas. No fue sino hasta la introduc-
cién de la cromatograffia en papel hecha por Bate-Smith en 1948, que
se tuvieron métodos cromatogridficos satisfactorios para la separacién
e identificacién de antocianinas. En general, los flavonoides son re -
sulares en su desarrollo y es posible encontrar relaciones entre sus -

estructuras quimicas y comportamientos cromatogréficos.

EXTRACCION:

Los extractos de érganos de plantas pueden ser examinades di -
rectamente por cromatograffa en papel. Los disolventes usados son meta
nol o agua conteniendo 1 % HCl.

La extraccién con agua o disolventes acuosos tienen dos desven
tajas principales:

1) Muchas otras sustancias, especialmente aquellas de alto peso molecu
lar se extraen también e interfieren con manipulaciones subsecuen -
.
tes y son dificiles de separar completamente.
2) Debido a su relativo alto punto de ebullicién y presién de vapor de
agua, el agua es diffcil de remover completamente.
Los extractos de hojas normalmente se lavan con éter de petro-

leo 6 éter etilico para eliminar la clorofila y carotenoides antes de

ser concentrados.
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V2LCRES DE R Y ESTRUCTURA:

os valores de Rf de las artocianinas no son comvletzmente con

]

iegtles, ya cue la posicién y nimero de marcas puede ser afectads po:

i» de otros componentes, esvecizlmente glicésiios de flavo-

Algunos investigadores han encontrado que existen relaciones
regulares entre los valores de Rf y la estructura de una antocianina.

a) Hidroxilacién: un mayor nimero de grupos hidroxilo presente
en la molécula corresponde a un menor vaior de Rf.

b) Metilacién: mientras mayor es el nimero de grupos metoxilo
el valor de Rf se iacrementa.

¢) Glicosilacién: existe una relacién directa entre el valor de
Rf y el nimero de residuos de azlcar, en forma independiente de la natu_
raleza de la antocianidina.

d) Acilacién: causa un aumento en el valor de Rf en mezclas de
disolventes basadas en butanol, pero son menores en disolventes acuosos,
En general, los compuestos acilados dan lugar a una serie de bandas ya

que son compuestos muy inestables.

VISUALIZACTOR ¢

Las diferentes antocianinas aparecen en los cromatogramas como
manchas de diferentes colores a la luz del dfa y cambian caracteristi -
camente de color bajo los vapores de amoniaco y con el uso de luz ultra_
violeta, algunas antocianinas muestran fluorescencia.

Los colores producidos también al revelar los cromatogramas -

con: 5% AlClB-EtOH , 2% FeCl3 y acetato de plomo son dtiles para la ca -
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racterizacién de antocianinas.

IDENTIF [CACION CROMATOGRAFICA DE ANTOCIANIDINAS:

La hidr6lisis 4cida de antocianinas produce antocianidinas
y azlcares. La identificacién del aglicén del pigmento desconocido se
hace en forma mis satisfactoria mediante cromatografia en papel usando
marcas patrén para comparar. La eleccién del disolvente para la croma-
tograffa, estd4d limitada por el hecho de gue son ain mis inestables que
las antocianinas a pH y luz ( Harborne, 1958). Los disolventes que se —
emplean generalmente contienen &cido mineral.

La relzcién que existe entre los valores de Rf y estructu-
ra quimica en antocianinas, también se encuentra en las series de anto -
cianidinas.

Una antocianina desconocide puede ser caracterizada median-
te una cuidadosa comparacién de sus valores de Rf en algunos sistemas de
disolventes, con vazlores de glicésidos de la misma antocianidina bien ca

racterizados.

B) IDENTIFICACION POR METODOS ESPECTRALES

Las antocianinas son compuestos muy dificiles de tra -
tar con técnicas quimicas comunes, ya que son diffciles de aislar
en forma pura, muchas de las cuales no tienen puntos de fusién exactos

Yy sus andlisis elementales no dan resultados significantes. La ventaja
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de los métodos espectrofotorétricos es que requieren de s6lo pequenas

cantidades del pigmento.
El exdmen de su espectro y comportamiento durante cromato -

graffa, proveen de cierta informacién bdsica requerida para la identifi

cacién de antocianinas.
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MATERIALES

METODOS



MATERIAL DE PLANTAS:

Se usaron distintas variedades de sorgo, que se eligieron te -
niendo en cuenta su comportamiento en relacién a la produccién de anto-
cianinas, mostrado en los campos experimentales de Chapingo y en prue -
bas preliminares realizadas en el laboratorio. Entre las variedades se-
leccionadas se incluyeron distintos grados de sensibilidad, con respec-

to a la sintesis del pigmento en hojas.

TABLA DE LAS VARIEDADES USADAS Y SU CLASIFICACION DE

ACUERDO A SU RESPUESTA A LA PRODUCCION DE ANTOCIANINAS

Suceptibilidad en estado

No. de progenie de pléntula
1310 sensible
1806 sensible
2046 sensible
Otomi sensible
1093 poco sensible
1274 poco sensible
1335 poco sensible
1548 poco sensible
8311 poco sensible
Dekalb-F poco sensible
1609 insensible
2008 insensible
Te-Bird insensible
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La suceptibilidad de las pldntulas estd indicada por el grado
de coloracién pirpura que se manifiesta.

Sensible = coloracién en mayor é;ea de la hoja

Poco sensible = poca 4rea coloreada

Insensible = sin color en las hojas

CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS:

Las semillas de las variedades seleccionadas fueron sembradas en
la siguiente manera: el material de plé&ntulas utilizado en experimentos
para determinar la naturaleza del pigmento, crecié con frecuencia en los
campos experimentales de Chapingo, con el uso de irrigacién.

El resto del material de plantas crecién en el laboratorio del -
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica, en un medio inerte
(agrolita). Las semillas fueron plantadas en este material en cajas de -
pléstico ( 37 X271 X8 cm ). El medio inerte fue saturado con solucién -
nutriente de Long-Ashton ( férmula modificada de Hewitt) (Steward, 1963).
Se anadié solucién nutritiva en caso necesario para mentener hidmeda la -
agrolita.

Las plantas crecieron en el laboratorio durante 10 6 14 dias, de
pendiendo de la naturaleza del experimento para el que se requirieran.
Generalmente se usaron como material de experimentacién después de que -
habian alcanzado una altura de aproximadamente 5 cm . Se plantaron 20 se-

millas de cada variedad para cada tratamiento.
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TRATAMTENTOS EXPERIMENTALES:

Las pldntulas se sometieron a varios tratamientos, ya fue usando
exposicién directa a la luz solar o transfiriéndolas a cémaras de creci-
miento Sherer Cel. 37-14, con medio ambiente controlado del Departamento
de Botinica de Chapingo, en las que se pudo tener control de intensidad
de luz y temperatura.

Inicialmente se determiné la importancia de la intensidad de luz
para la produccién del pigmento en hojas. Se usaron plédntulas de once va-
riedades de distinta suceptibilidad y se expusieron directamente a la luz
solar, a lotes de las mismas variedades se les redujo la intensidad de
luz incidente cubriendo las cajas de crecimiento con capas de gasa, 4, 6,
8 y 16 capas. No es posible saber con exactitud la intensidad de luz real
usada, pero se obtuvieron valores de la siguiente magnitud: 40,000 lux
(luz directa); 24,000 lux ( con 4 capas); 18,000 lux ( con 6 capas); -
16,000 lux ( con 8 capas) y 10,000 lux (con 16 capas) aproximadamente.

Para poder llevar a cabo los tratamientos con las pléntulas en
las cdmaras de ambiente controlado, se seleccionaron dos intensidades de
luz: intensidad minima necesaria para la produccién del pigmento (18,000
lux) e intensidad mAxima posible dentro de la cémara ( 50,000 lux). Para
hacer esta determinacién se utilizé una variedad sensible ( 1310), usando
una temperatura en la cédmara de 25°C durante el perfiodo de irradiacién.

La intensidad de luz se midié usando una fotocelda "Toshiba" -

con un rango de O - 300,000 lux.
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Una vez seleccionadas tres variedades de sorgo de distinta su-
ceptibilidad ( 1310, 1093 y Te-Bird) y las dos intensidades de Juz, las

pléntulas se sometieron a los siguientes tratamientos:

I ) Las pl4ntulas en las cédmaras de crecimiento tuvieron un fo
toperfodo de 12 horas diarias, usando las dos intensidades de luz. Se -
usaron varias temperaturas diurnas durante los periodos de irradiacién.
El rango de temperaturas usado fue: 150, 200, 250, 300, 350 y 400 C res
pectivamente. Estas temperaturas se mantuvieron constantes durante el ~
fotoperfodo en cada caso. La temperatura durante las noches no fue con_
trolada, se registraron temperaturas gque variaron de 15° a 18° C, des -
pués de equilibrarse la temperatura de la cédmara con la del medio am -
biente.

Estos mismos tratamientos se llevaron a cabo con ocho variedades
m&s, de las cuales se tenfa un poco mis de informacién sobre su compor
tamiento en el campo. En este caso, la temperatura nocturna fue contro

lada y se mantuvo constante a 15°C para cada tratamiento.

i ) Usando nuevamente el mismo tiempo de fotoperfiodo e inten-
sidades de luz, se mantuvo constante la temperatura durante el periodo
de irradiacién, 30° C , variando las temperaturas nocturnas en cada tra
tamiento, siendo el rango usado de: 0°, 50, 10° y 15o C respectivamente.
Estas temperaturas nocturnas se mantuvieron constantes en cada caso.

Todos lés tratamientos en las cdmaras de crecimiento tuvieron -

una duracién de dos dias ( 48 horas).
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EXTRACCION

DEL PIGMENTO

Tanto para el andlisis cualitativo como cuantitativo del pigmen-—

to, se siguié el método de extraccién usado por Stafford (1966), el cual

se esquematiza a continuacién:

Hojas de plantulas de sorgo frescas ( 1 g )

1. Extraccién con homogeneizador Polytron PCU-2 ( Ki-
nematica Gm bH) 6 Virtis "23", usando el minimo vo

ltmen de una solucién 0,1% 6 1 % HC1-MeOH (8-10 ml

2. Centrifugacién del extracto a 2000 rpm durante 10

v

minutos. Se utilizé una centrifuga MSE LR-6 con

cabezal de columpio.

Extracto crudo ( después de centrifugacién)

dos fases.

1. Adicién de dos volimenes ( 20 ml ) de &ter etflico
y agua suficiente ( 7-10 ml) para la separacién de

2. La fase etérea se lava dos veces con agua para ex—

traer todo el pigmento.

r

I Fraccién soluble en éter

( se desecha)

y

II Fraccién insoluble en éter

(conteniendo el pigmento)

C

a) La fraccién acuosa conteniendo
antocianinas puede leerse directa
mente, usando un espectrofotémetro.
Se usé un Unicam SP 1800 tomando -
el espectro en el rango 400-600 nm,
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CROMATOGRAFIA DEL EXTRACTO:

La fraccién conteniendo el pigmento, después de concentrarse, se
aplic6é en bandas sobre hojas de papel Whatman 3 MM ( 25cm X 18 cm) y se
colocaron en cdmaras cilindricas para cromatografia descendente.

Los sistemas de disolventes que se usaron para las cromatogra -
fifas fueron:

a) BAW ( 4:1:5) n-butanol- 4cido acético- agua ( fase superior)
Este sistema se deja reposar uno 6 dos dfas antes de usarse, para ob-

tener mejor resolucién, ( Harborne, 1958).

b) 10% A-HC1 4&cido acético- agua- HCl conc. ( 10:87:3) ( Stafford,1965)

Los extractos crudos se sometieron a varias cromatograffas usan-—
do 10% A-HCl para una separacién preliminar y BAW para subsecuentes cro-
matografias.

Las bandas de antocianinas fueron visibles después de las croma~
tografias, pero se probaron los siguientes reactivos para su deteccién
y caracterizacidn:

a) Vapores de NHB: los cromatogramas secos se expusieron a estos

vapores. Las distintas antocianinas dan cambios de color caracte

risticos ( Harborne, 1958 ).

b) Solucién al 5% de AlCl3 ( b/v). Una rociada con esta solucidn

causa cambios en Amixima de absorcién en el espectro visible en

aguellas estructuras que tienen grupos hidroxilo en posicién or-
to en el anillo B, ( Harborne, 1958 )

c) Solucién de acetato de plomos produce cambios de color carac-

teristicos para cada estructura de antocianinas, observédndose wn
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cambio m4s marcado en aquellas estructuras con grupos hidroxi -
lo en posicién orto en el anillo B, ( Fuleki and Francis,1968).
La deteccién bajo luz ultravioleta, es también Gtil para la vi_
sualizacién de distintas antocianinas, debido a la capacidad de fluores

icia de cada compuesto ( Harborne, 1958).

RACTERIZACICON DE ANTOCTIAN INAS:

Cada banda de los cromatogramas fue eluida con una soiucién 0.01
r ciento de HC1-MeOH ( Martin, 1970). Se determiné el espectro en la
gibén visible de 400-600 nm, de cada una de las bandas, usando un es -
ctrofotémetro Unicam SF 1800, determinando en cada caso la A méxima
. absorcién.

Las reacciones de caracterizacién de antocianinas , se hicierm
mnto en los cromatogramas, como en las soluciones obtenidas al eluir -
vda banda.

Las propiedades observadas: reacciones especificas, A méxima
3 absorcién y valores de Rf obtenidos, fueron comparados con las carac
aristicas reportadas para antocianinas conocidas en distintas plantas.
Harborne, 1958; Harborne, 19643 Stafford, 1965; Fuleki, 1968 ; Tan-

chev, 1969 ).

Los extractos crudos de antocianinas, asi como los distintos -
compuestos obtenidos después de cromatograffa, se sometieron a hidréli-
sis 4cida, para obtener los aglicones.

A un voldmen de solucién de antocianinas, se le adicioné un vo-

lémen igual de HC1 2N, la mezcla se dejé en un bafio de agua hirviendo -
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durante 30 minutos. Los aglicones se extrajeron con alcohol isoamflico,
se les determiné su espectro en la regién visible, se evaporaron a se-
quedad y se cromatografiaron en papel Whétman 3 MM, usando como eluyen
te el sistema BAW, A las nuevas marcas obtenidas se les hicieron las -
mismas pruebas especificas mencionadas anteriormente, sus caracterfsti-

cas también fueron comparadas con los datos reportados en la literatura.

ANALISIS CUANTITATIVO DE ANTOCIANINAS:

Las antocianinas totales pueden determinarse en extractos cru-
dos conteniendo otros compuestos fenélicos, ﬁidiendo la absorbencia de
la solucién a una longitud de onda midxima. Esto es posible ya que las
antocianinas tienen mdximos de absorcién en la regién de 510-550 nm
( Harborne, 1958).

Para hacer una determinacién cuantitativa de la cantidad de pig
mento presente en cada muestra, se tohd un valor de Eifm( coeficiente
de absorbancia), haciendo la suposicién de que se trataba en todos -
los casos de derivados de cianina.

Los cdlculos se hicieron siguiendo la relacién:

D.0. X voldmen total X dilucién

(totales) El%
lcem

mg
/ 10

En donde: El%

lom = 750 para cianina a 530 nm ( Harborne, 1967)



Ya que se trataba de extractos crudos, en donde habfa muchos
compuestos, se utilizé un valor de D.O. correspondiente a un 4 D.0. obte

nido de la grdfica del espectro como se muestra en la siguiente figura:

440 480 520 560 600 nm

En donde:
A D.O. corresponde a la absorbencia real, debida a la cantidad
de pigmento presente en la muestra.
Las antocianinas totales de los extractos crudos y de las
fracciones obtenidas después de su cromatograffa, siempre se calcula -

ron en la forma descrita.
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EXPERIMENTOS IN VITRO CON HOJAS:

A pldntulas de tres semanas de edad de distintas suceptibilida_
des ( 1310, 1093 y Te-Bird ) se les corté la primera hoja a la altura
de la unién con la vaina, Cada hoja se corté en 4 o 5 pedazos, los que
se colocaron en cajas Petri ( 10 por cada variedad) que contenfan 20 ml
cada una de soluciones de distinta concentracién de sacarosa:

l.- Agua éestilada

2.,- Solucién 0.01 M de sacarosa

3e= Solucién 0,05 M de sacarosa

4.~ Solucién 0.1 M de sacarosa

5.= Solucién 0.5 M de sacarosa

Los pedazoé de hoja de cada variedad se repartieron en 10 cajas
( dos cajas para cada concentracién).

Las cajas se expusieron a condiciones experimentales de: fotope
rfodo de 12 horas, temperatura de 30O C durante el perfodo de irradia -
cién y dos intensidades de luz ( las mismas que se usaron en todos los
tratamientos), para cada variedad en las distintas soluciones.

La duracién de este experimento fue también de dos dfas y los -
resultados fueron reportados Unicamente por inspeccién visual de acuer—

do al color pdrpura desarrollado por los pedazos de hoja.
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RESULTADOS

I. NATURALEZA Y DISTRIBUCION DE ANTOCIANINAS EN PLANTULAS DE SORGO.

NATURALEZA DEL COLOR:

Se encontré que el pigmento responsable del color rojo en las -
plédntulas de sorgo, mostraba propiedades fisicas y quimicas caracteristi-
cas de las antocianinas, como es el hecho de ser: solubles en agua, inso-
lubles en éter y mostrar cambios de color caracteristicos con la adicién
de solucién de acetato de plomo o bajo luz ultravioleta. En base a esto, -
puede decirse que el color desarrollado por las hojas de pldntulas de sor-

go es debido a la presencia de antocianinas.

ANTOCIANINAS EN HOJAS DE SORGO:

El pigmento de hojas de plédntulas de sorgo, crecidas en los cam
pos experimentales de Chapingo, fue extraido y cromatografiado.

Se hicieron andlisis de distintas variedades de pldntulas con el
objeto de determinar si el patrén de compuestos era el mismo en todos los
casos. las cromatografias realizadas de los distintos extractos de plan -
tas, muestran en la mayoria de los casos, después de cromatografiar en -
BAW, la presencia de 4 6 5 bandas rosas de variable intensidad, dependien
do de la concentracién presente en cada banda. En el sistema 10% A-HC1,
solamente aparecieron dos bandas.

Para llevar a cabo esta determinacién se seleccionaron 6 varie -
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al azar, que mostraron mayor coloracién roja en las hojas.

Los extractos se sometieron a dos cromatografias, una preliminar
en 10% A-HC1l, con la que se obtuvieron de cada extracto dos bandas: I y' II.
Estas bandas se volvieron a cromatografiar en el sistema BAW, obteniéndose
una nueva separacién de cada una, como se muestra en la figura 1. Al mismo
tiempo, se cromatografiaron las muestras crudas usando unicamente el siste
ma BAW, con el que se tuvieron buenas resoluciones, como se muestra en el

siguiente esquema:

Bandas obtenidas

en BAW Rf

a 0. 39
b 0.50
Extracto {cromatografis) c 0.60
crudo d 0.65
e 0.70

Se observé en primer lugar, que el patrén de componentes presen—

tes en las distintas variedades es muy parecido aunque no igual, sin embar
go, los derivados en cada caso parecen provenir de una misma antocianina,

cianidina. La evidencia para esto estd basada en el hecho de que las ban -
das obtenidas después de cromatografia muestran una longitud de onda méxi-
ma de 530nm £ 2 nm , Y entre las antocianinas encontradas en plantas, cia-

nidina es la dnica que tiene una absorbancia médxima a esa longitud de onda.
La tabla I muestra algunas caracteristicas importantes de los de

rivados de cianidina.
o 4O =



Fig- 1

REPRESENTACION DE LA SEGUNDA CROMATOGRAFIA EN BAW DE LAS BANDAS: I y II

Extractos crudos de seis muestras fueron cromatografiados dos -
veces, en 10% A-HCl la primera y sus respectivas bandas I y II recromato-

grafiadas en BAW , Todas las bandas fueron color rosa con ) max. a 530 nm



TABLA I

CARACTERISTICAS MAS IMPORTANTES REPORTADAS DE ALGUNAS ANTOCIANINAS DERIVADAS DE CIANIDINA

PIGMENTO A max. Rf (BAW) + 4101, Color Color
(nm) A Anax.(nm) + acetato de plomo Visible u. V.
Cianidina 535 0.68 (+) azul pastel rojo-pirpura rosa
0.69
0.78
Cn-3-RG 530 0.33 (+) rojo-pérpura rosa
528 0.35
Cn-3-G 530 0.36 (+) azul pastel rosa & pdirpura rosa
525 0.38
0.32
0.29
Cn-3-Ru 0,25 pdrpura rosa
0. 30
Cn-3-Ga 530 0.37 azul pastel pirpura rosa
528 0.271

0.33




TABLA I ( continuacién)

PIGMENTO A MAX. Rf (BAW) + K101, Color Color
(nm) A Anmax. (nm) + acetato de plomo Visible u.v.
Cn-3-Ar 0.43 azul pastel pirpura rosa
Cn-3-GX 528 0.33 pérpura rosa
523 0.28
0.36
Cn-3-G-5-G 522 0.28 (+) azul pastel pdrpura rosa
Cn-3-So 0.18
Cn-3-G +
4cido cafeico 525 0.29 (+) azul-pdrpura rosa
Cn-3-G +
ac. p-cumirico 523 0.35 azul-pdrpura rosa
Cn-3,5-RG-5-G 0.25 pirpura rojo
brillante

Cn= cianidina

G = glucédsido

Ru= rutinésido

Ar= arabinésido

RG= ramnoglucdsido

Ga= galact8sido

GX= xiloglucésido So= soforésido



Los derivados de una variedad obtenidos después de la segunda =~
cromatograffa, se eluyeron y se sometieron a una tercera cromatograffa en
el sistema BAW. Se encontré, que los derivados son compuestos bastante -
inestables, ya que ocurren cambios en el patrén de cromatografia durante

el almacenamiento y procesamiento de cada muestra.

En el siguiente esquema, se indican los cambios ocurridos duran—

te la purificacién por cromatografia del extracto crudo de una variedad de

sSorgo s

la. crom. 10% A-HC1 2a. crom. BAW 3a. crom. BAW

Rf(s) Rf(s)

- -

0.36 0.38

0.45 0.58

0.38

BANDA I 0.52 0.51

0.63

0.71 0.51

0.70

Extracto

Bruo ' 0.30 0.33

0.40

0.37 0.72

0.40

BANDA II | 0,45

0647

0.40

0.70 . 4
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Es dificil precisar las condiciones bajo las cuales se llevan a
cabo dichos cambios, asf como al compuesto al que se estdn convirtiendo.
Sin embargo, durante la recromatograffia de las muestras hay siempre los
mismos cambios, apareciendo siempre una marca que parece ser el compues_
to mds estable, siendo el mismo en todos los casos de acuerdo a su valar
de Rf aproximadamente 0.38-0.40. La hidrélisis 4cida de ésta marca se -
cromatografié junto con el producto obtenido de la hidrélisis &cida del
extracto crudo en el sistema BAW, se vié que su comportamiento fue simi-
lar y que s6lo daban lugar a una marca con un valor de Rf de 0.45, que
al ser tratada con solucién de acetato de plomo, dié el cambio a colora_
cién azul reportado para cianidina y sus derivados. Este mismo resulta—
do se obtuvo al hidrolizar las distintas bandas obtenidas de los distin_
tos extractos de plantas.

El hecho de no tener muestras puras de antocianinas con las cua-
les fuera posible comparar el desarrollo durante cromatografia de los -
distintos derivados presentes en hojas y teniendo como antecedente la -
existencia de otro tipo de antocianinas en otras bartes de la pléntula
de sorgo ( Stafford, 1965), hizo necesario que se investigara si exis -

tfan diferencias cualitativas en las diferentes partes de la pléntula.

DISTRIBUCION DE ANTOCIANINAS EN LAS DIFERENTES PARTES DE LA PLANTULA:

De plédntulas de una sola variedad " sensible" de sorgo, que cre-
cieron en el laboratorio y después se expusieron a la luz solar durante

cuatro dias, se cortaron y se analizaron distintas partes : rafz, semi-
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lla, tallo, coleoptilo, vaina y hojas, con el propésito de determinar -
las diferencias cualitativas y cuantitativas entre cada una.

Cada parte de la planta fue extraida y la fraccién conteniendo
las antocianinas fue cromatografiada en el sistema BAW. Se encontré, -
que existe una marcada diferencia tanto en los extractos crudos de ca-
da una de las partes, asf como en los diferentes compuestos presentes.

En la tabla IIse presentan datos de los extractos crudos de las
distintas partes de la plédntula, incluyendo ademés la concentracién apro

ximada de antocianinas.

En la figura 2 se muestran las partes de una pldntula de sorgo
¥y la longitud de onda de la absorbancia midxima de las bandas encontradas
en cada parte después de cromatografia.

En la tabla III, se muestran las propiedades de cada banda por
separado, incluyendo la identidad probable de antocianidina implicada.
Esto se deduce de la informacién mostrada en la tabla IV, en donde se -
presentan las caracteristicas de las antocianidinas md4s comunes que se
encuentran en las plantas,

Se encontré que en rafces y semillas, existe una alta concentra_
cién de antocianinas, que de acuerdo a su color, su deteccién bajo luz
ultravioleta , sus valores de Rf después de su cromatograffa en BAW y
su longitud de onda mi&xima de absorcién en el espectro visible, parecen
ser derivados principalmente de luteolinidina y quiz4 en menor cantidad
de apigeninidina., No es posible precisar la identidad del aglicén del -
cual deriva cada banda, ya que los extractos fueron cromatografiados sé

lo una vez.

= A



Fig. 2

A max.(nm!
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A max. (nm)
212% coleoptilo--- ” g%g
________ t
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490 semilla--_
498 30
500
; 490
---------- raiz 434
498
Distribucion de cistintas antocianinas en diferentes

partes de la piantula de sorgo.



TABLA II

CARACTERISTICAS DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE LAS DISTINTAS PARTES

DE LA PLANTULA DE SORGO.

Parte )mé.xima /Ig/g(peso fresco) Color visible
RAIZ 491 185 amarillo-naranja
SEMILLA 490 457 amarillo-naranja
TALLO 515 248 anaranjado
COLEOPTILO 530 818 rosa
VAINA 530 T0 rosa
HOJA 530 215 rosa




TABLA III

CARACTERISTICAS DE LAS DISTINTAS BANDAS OBTENIDAS DE LA CROMATOGRAFIA DE LOS EXTRACTOS
CRUDOS DE LAS DISTINTAS PARTES DE LAS PLANTULAS DE UNA VARIEDAD DE SORGO.

Rf Amax. Antooian. Color Color + Acetato Posible

Muestra (BAW) (nm)  ue. tot. % banda Visible U.v de plomo Antocianidina

RATZ '

a 0.40 494 2 2 anaranjado naranja Apigeninidina
fluorescente

b 0.55 498 6 8 rosa-naranja Luteolinidina

c 0.65 498 24 34 rosa-naranja Luteolinidina

d 0.72 498 21 30 rosa-naranja Luteolinidina

e 0.84 490 11 16 amarillo-naranja Apigeninidina

f 0.93 494 6 9 amarillo-naranja

SEMILLA

a 0.40 494 4 10 anaran jado naranja Apigeninidina
fluorescente

b 0.60 500 14 36 rosa-naranja Luteolinidina

c 0.71 498 12 31 rosa-naranja Luteolinidina

d 0.84 490 9 23 amarill o-naranja Apigeninidina

COLEOPTILO

a 0.36 514 2 7 rosa pélido

b 0.45 528 18 rosa pélido azul Cianidina

c 0.49 530 12 45 pdrpura pirpura azul Cianidina

d 0.67 528 30 pirpura azul Cianidina



TABLA III (continuacién)

Rf Amax. iiteatan. Color Color + Acetato Posible
Muestra (BAW) (nm)  Mg. tot. % banda Visible U.V. de plomo Antocianidina
TALLO
a 0.30 506 1 4 rosa-amarillo Luteolinidina
b 0.40 530 3 13 rosa pilido Cianidina
c 0.49 512 9 39 rosa-naranja
d 0.65 490 4 17 rosa-naranja Apigeninidina
0.82 518 6 8 amarillo-naranja
VAINA
a 0. 31 530 1 4 rosa azul Cianidina
b 0.40 528 4 15 rosa azul Cianidina
c 0.52 530 9 34 rosa azul Cianidina
d 0.62 530 T 27 rosa azul Cianidina
e 0.71 530 5 19 rosa azul Cianidina
HOJA
a 0.43 530 3 9 rosa azul Cianidina
b 0.51 532 8 24 rosa azul Cianidina
-} 0.61 530 15 46 rosa azul Cianidina
d 0.70 530 T 21 rosa azul Cianidina

&



TABLA IV

CARACTERISTICAS MAS IMPORTANTES PARA LA DIFERENCIACION DE LAS DISTINTAS ANTOCIANINAS

PIGMENTO HC1-MeOH HC1-EtOH ; + AlCl3 Color Color Color
Amax. (nn) Amax. (nm) A Nmax. visible u.v. UiV % ‘.‘IHj

Hirsutidina ) 536 545 0 pdrpura 1ila

Malvidina 542 554 0 pdrpura lila

Petunidina 543 558 24 pdrpura lila

Delfinidina ) 546 557 23 pdrpura lila

Rosinidina 524 534 0 rojo-pérpura rosa

Peonidina 532 542 0 rojo-pdrpura rosa

Cianidina 535 545 13 rojo-pdrpura rosa

Pelargonidina 520 530 0 rojo rojo-naranja

Luteolinidina 493 503 52 naranja fluorescencia fluorescen
naranja cia rosa

Apigeninidina 476 483 0 amarillo amarillo fluorescen
café cia rosa

Nota: Hay que observar que la longitud de absorcién méxima depende del disolvente.

( Harborne, 1958; Harborne, 1967; Stafford, 1965.)



En el tallo y coleoptilo, de acuerdo a las caracteristicas ya se
naladas, parece haber derivados de por lo menos dos antocianidinas, cia-
nidina ( 530 nm) y luteolinidina ( 490 nm): lo cual concuerda con lo re-
portado por Stafford (1965).

En la vaina y en la hoja, aparece s6lo la presencia de una fami-
lia de antocianinas que parecen estar basadas en la estructura de ciani-
dina, aln cuando en el caso de hojas en las que el patrén después de cro
matograffa fue distinto para las diferertes variedades.

Estos resultados resuelven la aparente discrepancia entre el es-

tudio inicial de antocianinas en hojas y los datos reportados por Stafford.

DIFERENCIAS DE LA TECNICA DE ANALISIS:

El método de andlisis desarrollado para la determinacién de anto
cianinas,en hojas de las distintas variedades,y cantidades relativas de
cada comporerite, es s6lo una medida aproximada de la cartidad de pigmen
to presente, ya que pueden ocurrir pérdidas considerables de las mues -
tras durante su procesamiento. A continuacién se presenta una idea de -

las pérdidas encontradas:

PASO DEL PROCESAMIENTO % APROXIMADO DE PERDIDA
1. Extraccién del material fresco Existe una pérdida minima
2. Particién de la muestra Existe una pérdida minima
3. Concentracién de la muestra Pérdida de material que que-

da adherido al material de

vidrio.



4., Cromatografia de la muestra a) Pérdida de 25 a 30% del mate
rial que queda absorbido en -
el papel de cromatografia des

‘ pués de la elucién de la mues

tra.

b) Pérdida de 30% adicional del
total de la muestra aplicada,
debida quizd a los cambios -
que sufre durante su cromato_
grafia.

Aunque hay mucha pérdida durante la cromatograffa del extracto
crudo y el andlisis de cada banda, el an4ligis total parece indicar una

pérdida minima,

Se hicieron anilisis con muestras homogéneas obtenidas de una -
mezcla de pedazos pequenios de hojas de distintas variedades, esto fue -
con el objeto de evitar la variacién debida al factor biolégico y podef
precisar el porcentaje de variacién que se obtiene debido al método de -
andlisis,

Se usaron cinco muestras de 6 g cada una, éstas fueron extraidas
¥y analizadas exactamente en las mismas condiciones en cada paso del méis
do ya mencionado para la obtencién de la fraccién conteniendo el pigmen-
to., Se hizo el cdlculo de la concentracién total de pigmento presente en

cada muestra. Se obtuvieron los siguientes resultados:
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No. de muestra Mg totales

de pigmento

32
23
29
23
26

Wi A w N

Promedio 26

% de error

23
10
10
10

Se encontré, que la técnica de andlisis era reproducible con un

un error médximo de hasta 23%. Puede pensarse que en éste porcentaje de

variacién debido a la técnica de andlisis, no se ha eliminado completa -

mente la variacién biolégica, ya que es posible que la homogeneizacién -

de la muestra total de hojas no haya sido completamente adecuada.

Sin embargo, durante el andlisis de diferentes muestras de una

misma variedad ( 1310), después de haber estado sometidas las pléntulas

a las mismas condiciones para la produccién del pigmento ( aproximada-

mente 10 pldntulas en cada muestra), se tuvieron variaciones de hasta

38%. Esto da una idea de la alta variacién biolégica entre plunta y -

planta. Los datos obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

No. de muestra He/g(peso fresco)

wmh oW
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132
141

95
190
135

% de error

30
38



No. de muestra Me/g(peso fresco) % de error

114 16

6

7 122 10

8 177 29

9 127 T
Promedio 137

A pesar de que la técnica de andlisis no es muy buena, de acuer_
do con los resultados obtenidos en las repeticiones, los datos que se ob
tuvieron durante el desarrollo del presente trabajo al someter a las =
pléntulas a distintas condiciones experimentales, son diferentes ain to_
mando en cuenta el posible error inducido por la técnica de andlisis y
la variacién biolégica, de tal manera, que es posible hacer una interpre

tacién adecuada de dichos resultados.
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II. EFECTO DE FACTORES AMBIENT&LES.

EFECTO DE INTENSIDAD DE LUZ:

Los primeros intentos para crecer plantas de once variedades dis
tintas de sorgo en material inerte (agrolita) en el Departamento de Bio-
quimica, mostraron que bajo estas condiciones, algunas variedades presen
taban color en: raices, coleoptilo y en ocasiones en el primer internodo.

Estas mismas variedades después de ocho dfias de plantadas, se =
cambiaron al cuarto de crecimiento del Jardin Botdnico Exterior (UNAM) ,
en donde estuvieron bajo luz artificial durante el dfa a una temperatu-
ra de aproximadamente 40°C, en este caso tampoco hubo produccién de co-

lor en hojas después de aproximadamente tres semanas en que permanecie -

ron bajo estas condiciones.

Sin embargo, las mismas once variedades, al ser expuestas direc_
tamente a la luz solar, ocho dfas después de haber sido plantadas, mos -
traron la produccién del color después de dos dfas bajo éstas condicio -
nes. Se hicieron observaciones visuales del desarrollo del color en las
distintas partes de la plédntula durante varios dias bajo éstas condicio-
nes. En la tabla A del apéndice, se muestran las observaciones diarias
hechas desde el momento en que las pléantulas fueron expuestas a la luz
solar directa.

De aquf que la intensidad de luz es un factor importante, nece -
sario para la produccién de antocianinas en hojas. De este hecho ya se -
tenfa conocimiento, ya que ha sido estudiado en sorgo por Downs y Siegel

man (1963), sin embargo, éstas investigaciones se hicieron usando los in
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ternodos como tejido experimental,

Se hicieron experimentos preliminares en los que se redujo la in
tensidad de luz incidente sobre las pldntulas de 11 variedades mediante
el uso de capas de gasa, con lo cual se pudo observar la importancia de
la intensidad de luz en la iniciacién de la sfintesis de antocianinas en
hojas. En esta experiencia también se hicieron solamente observaciones
visuales que se muestran en la tabla B del apéndice.

No es posible saber la intensidad de luz rexl usada, porque és-—
ta varfa con el grado de nublado y la hora del dfa, siendo que este ex~
perimento se llevé a cabo en el exterior. Sin embargo, se hicieron 1las
siguientes observaciones:

a) Existe una intensidad de luz minima requerida antes de que ocurra -
la sintesis de antocianinas.

b) Este limite minimo es distinto para la sintesis de antocianinas en -
las diferentes partes de una pldntula. Siendo los coleoptilos los -
mds sensibles, después la vaina y finalmente las hojas. Esto es que
las hojas requieren de una mayor intensidad de luz para iniciar la
sintesis de antocianinas.

c) Diferentes variedades muestran diferentes respuestas a diferentes 1f
mites. Algunas variedades presumiblemente "insensibles" nunca mostra
ron color, atin cuando fueron expuestas a la luz solar directamente,
la que alcanzé valores de hasta 100,000 lux en el dfa. Puede pensar_
se que existe una graduacién en sensibilidad en vista de que con el
uso de 16 capas de gasa ( aprox. 10,000 lux), ninguna variedad mos-

tré color en las hojas.
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Sin embargo, ésta intensidad mfnima requerida es muy baja en can
paracién con la intensidad de la luz solar total. Se ha dicho que las -
plantas de variedades sensibles no mostrarfian color cuando estuvieran -
creciendo a bajas altitudes. La intensidad de luz a tales altitudes serd
mucho mayor que la minima requerida para la iniciacién se sintesis de an—
tocianinas, asi, la diferencia en comportamiento no es la intensidad de
luz, aunque juega un papel importante en el control de produccién del pig
mento, pero debe estar relacionado con otros factores.

Para poder estudiar esto, fue necesario una cédmara de crecimien—
to con medio ambiente controlado. Como ya se dijo se hicieron experimen -
tos iniciales en el cuarto de crecimiento de Botdnica (UNAM), en los que
nunca se observé color en las hojas. La intensidad de luz no fue medida ,
pero probablemente fue arriba del 1imite. La explicacién para la falta de
color podria ser que la temperatura no fue controlada y fue bastante alta
( 4000 o m&s), esto conduce a la posibilidad de que temperatura es tam -
bién un factor importante en la regulacién de sintesis de antocianinas.

Fue posible usar las cdmaras de crecimiento del Departamento de
Bot4nica de Chapingo para determinar este factor, gracias a la amabilidad
del Dr. Kohashi.

En un primer experimento en Chapingo, pldntulas de once varieda~
des de 18 dfas de edad se expusieron durante dos dfas a la luz artificial
de las cémaras a una intensidad de 30,000 lux, un fotoperfodo de 10 ho -
ras y una temperatura de 25°C durante el periodo de irradiacién. Se obser

v6 que habia pigmentacién en todas las variedades ( muy poco color en las

variedades"insensiblesy poco en las variedades '"poco sensibles", pero co-
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lor muy bien desarrollado en las hojas de las variedades " sensibles").
Esto sugiere la importancia de la temperatura, ya que no se habfa encon-
trado desarrollo de color en las variedades "insensibles" expuestas al -
sol,

Un segundo experimento, fue para determinar en una forma mds -
exacta el valor de la intensidad minima requerida para la sintesig del -
pigmento. A las pléntulas de una variedad sensible (1310), se les dié el
tratamiento anterior, pero se cubrieron las cajas de crecimiento con 8 y

16 capas de gasa para disminuir la intensidad de luz a: 16,000 y 8,000

lux respectivamente. El color se observé sélo en el tratamiento a mayor -

intensidad de luz, o sea, 16,000 lux. Esto parece indicar que el limite

de intensidad de luz, para una variedad sensible, tiene un valor alrede

dor del que se detérminé.

Una vez determinado el valor limite de intensidad de luz, se se_
leccionaron de las once variedades, t;es que representaban las diferentes
sensibilidades ( 1310, 1093 y Te-Bird). Estas se sometieron a un nuevo -
tratamiento en el que seleccionaron: tres intensidades de luz arriba del
valor 1imite ( 18,000; 35,000 y 50,000 lux), con un fotoperfodo de 10 ho-
ras y una temperatura de 25°C durante el perfodo de irradiacién. Esto fue
para ver la relacién existente entre intensidad de luz y produccién de -
antocianinas. Los resultados obtenidos, se muestran en la figura 3,es po_
sible observar que existe una relacién directamente proporcional entre -
sintesis de pigmento e intensidad de luz, este hecho se manifiesta en las

tres variedades.
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Fig, 3
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DESARROLLO DEL COLOR PURPURA EN HOJAS EN RELACION CON LA INTENSIDAD DE LUZ

Pldntulas de tres variedades de sorgo de 14 dfas de edad fueron
transferidas del laboratorio ( 1500 lux) hasta una cémarz de crecimiento a
2500. Las pldntulas fueron expuestas a tres intensidades de luz durante -

dos dfas, con un fotoperfodo de 12 horas diarias,antes de analizar,



EFECTO DE TEMPERATURA:

Seleccionadas tres variedades y dos intensidades de luz ( 18,000
¥y 50,000 lux), plédntulas de 14 dfas de edad, se’sometieron a tratamientos
de dos dfas de duracién con fotoperfiodos de 12 horas, en los que se tratd
de determinar el efecto de temparaturas, tanto diurnas en donde se seleo-

cioné un rango de: 15o a 40°C, asf como nocturnas, en el rango de 0° a 15o

C, en relacién a la sintesis de antocianinazs en hojas.

TEMPERATURAS DIURNAS:

Las hojas de pldntulas sometidas a los tratamientos de temperatu
ras diurnas, fueron extraidas y las fracciones conteniendo el pigmento,
se cuantificaron espectrofotométricamente. Los resultados obtenidos se -
muestran en las figuras 4 y 5, correspondiendo a las respuestas a alta y
baja intensidades de luz. Puede observarse que la temperatura es un fac -
tor determinante en la produccién de antocianinas, pero en un cierto ran_
go 6ptimo que puede pensarse 20° y 350, donde se ve incrementada la pro-
duccién, tanto a alta como a baja intensidades en las tres variedades.

El mismo experimento fue repetido usando ocho variedades, cuyo -
comportamiento en el campo en relacién a la sintesis de antocianinas,ha -
bfa sido observado. El resultado obtenido es similar al que se obtuvo cm
las tres variedades anteriores. Se observé de los resultados, que se mues
tran en las figuras: 6,7,8 y 9, que en todos los casos,la respuesta de ca
da variedad parece seguir un mismo patrén; es decir, un incremento en el
rango de temperaturas entre 20° ¥y 3500, también en dos intensidades de -

»
luz que para estas variedades fueron de: 43,000 y 18,000 lux.

= 5 =



M9 /g(Peso fresco) Flg 4

(pigmentoy

50Q

400,

30Q

200Q]

10Q.

varidad:
® 1310
61093
&t Te-Bird

. h 1 T T T 4
15 20 25 30 35 40 %

Temperatura diurna

EFECTO DE TEMPERATURAS DIURNAS EN EL DESARROLLO DE COLOR PURPURA EN HOJAS
DE SORGO 4 ALTA INTENSIDaD DE LUZ ( 50,000 lux).

Pl4ntulas de tres variedades de sorgo de 14 dias de edad fueron
transferidas del laboratorio hasta una cdmara de crecimiento en donde se pro
baron varias temperaturas diurnas. Lis pldntulas fueron expuestas a alta in

tensidad de luz durante dos dfas para cada temperatura y con un fotoperfodo

de 12 horas diarias.



Fig. 5
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Temperatura diurna

EFRCTO DE TEMPERATURAS DIURN4S EN EL DESARRCLLO DE COLOR PURPURA EN HOJAS
DE SORGO A BAJA INTENSID4D DE LUZ (18,000 lux).

Pléntulas de ires variedades de sorgo de 14 dfas de edad fueron -
transferidas del laboratorio a una cdmara de crecimiento en donde se prota
ron varias temperaturas diurnas. Lus pldntulas fueron expuestas a baja in-
tensidad de luz durante dos dfas para cada temperatura y con un fotoperfodo

de 12 horas diarias.



Fig. 6
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Temperatura diurna

EFECTO DE TEMPERATURAS DIURN4S EN EL DESARROLLO DE COLOR PURPURA EN HOJAS
DE 50RGO 4 ALTA INTENSIDAD DE LUZ ( 43,000 lux).

Pldntulas de cuatro variedades de sorgo de 14 dfas de edad fueron
transferidas del laboratorio a una cdmaraz de crecimiento en donde se proba
ron varias temperaturzs diurnas. Las plintulas fueron expuestas a alta in-
tensidad de luz durante dos dfas para cada tratumiento y con un fotoperfo-

do de 12 horas dizrias.



Fig. 7
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EFECTO DE TENMPERATURAS DIURNaS EN EL DES&RROLLO DE COLOR PURPURA EN
HOJAS DZ SORGO A ALTA INTENSIDsD DE LUZ (43,000 lux).

Pl4ntulas de cuatro variedades de sorgo de 14 dfas de edad fueron
transferidas del laboratorio a una cdmura de crecimiento en donde se probas
ron varias temperaturas diurnas, Las pldntulas fueron expuesias a alta in-
tensidad de luz durante dos dfas para cada tratamiento y con un fotoperfo-

do de 12 horas diarias.
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EFECTO DI TEMPERATUR4S DIURIi»3 EN EL DESARROLLO DE COLOR PURPURA EN HOJ&S
DE SORGO A BaJA INTENSIDaD DE LUZ (18,000 lux).

Pléntulas de cuatro variedades de sorizo de 14 dfas de edad fueron
transferidas del laboratorio a una cédmara de crecimiento en donde se proba
ron varias temperaturas diurnas. Las pléntulas fueron expuestas a baja in-
tensidad de luz durante dos dfas para cada tratamiento y con un fotoperfo-

do de 12 horas diarias.
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EFECTO DE TEMPERATURAS DIURNAS EN EL DESARROLLO DE COLOR PURPURA EN HOJAS
DE SORGO A BAJA INTENSIDAD DE LUZ ( 18,000 lux).

Pléntulas de cuatro variedades de sorgo de 14 dfas de edad fueron
transferidas del laboratorio a una cdmara de crecimiento en donde se proba
ron varias temperaturas diurnas. Las plé4ntulas fueron expuestas a baja in-

tensidad de luz durante dos dfas para cada tratamiento y con un fotoperio-

do de 12 horas diarias.



Es necesario sefialayp que la interpretacién de los resultados de

be ser bastante cuidadosa, debido a que en las repeticiones de algunos

de los tratamientos, los resultados obtenidos difieren bastante entre si

aun cuando las repeticiones se hicieron bajo las mismas condiciones. Un

ejemplo de esta diferencia se muestra en la siguiente tabla, en donde -

estdn los datos de las repeticiones de algunos de los tratamientos de -

temperaturas diurnas:

TEMPERATURA 15 20 25 30° 35° 40°  °c
VARTEDAD
1310 199 113 588 375 328 165 ag/e(p.f.)
119 109 380 2440 194 122
116 596 604 167 196 270
646 421
1274 103 427 507 387 124 174
493 56
326
128
2046 101 614 127 589 283 73
701 36
411
253

A pesar de que hay tanta variacién entre las repeticiones, puede

notarse, que las variedades siempre responden en la misma direccién.

En el caso de temperaturas diurnas de 25° ¥y 40°C, de las que fue posi-

ble tener més repeticiones, aunque hubo mucha diferencia en los resul-

: : : . (<
tados con una misma variedad, especialmente en el tratamiento a 40" C,

: . o
siempre se encontré un pico muy marcado a 25 C.
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A pesar de que los datos no son estadisticamente repetitivos, -
las diferencias en respuesta a las distintas temperaturas puede conside_
rarse bien definida, por lo que es posible pensar que si existe un pa -
trén al cual responden todas las variedades. A temperaturas menores de -
20°C casi no hay produccién de pigmento y a temperaturas mayores de 30°-

35°C hay una disminucién en la produccién.

TEMPERATURA NOCTURNA:

Una vez que se vié la respuesta obtenida de las distintas varie_
dades a los tratamientos de temperaturas diurnas,fue necesario ver si su
comportamiento era modificado por un cambio brusco de temperaturas(diur -
na y nocturna), como se supone sucede a plantas sembradas a altas altitu_
des, de tal forma que pudiera explicarse el comportamiento de las plantas
en el campo en funcién de éstos cambios.

Para esta experiencia, se usaron Unicamente las tres variedades
que fueron primeramente seleccionadas para los tratamientos de temperatu
ras diurnas( 1310, 1093 y Te-Bird). Se procedié en forma similar para la
extraccién y cuantificacién del pigmento presente en cada una de las tem_
peraturas probadas. Se seleccioné una temperatura de 30°C constante para
los perfodos de irradiacién, variando en cada tratamiento tinicamente la
temperatura nocturna,.

Los datos obtenidos tanto a alta como baja intensidades de luz,
se presentan en la figura 10. Se puede ver, que las temperaturas noctur-

nas bajas no son tan efectivas en modificar el contenido de antocianinas
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EFECTO DE BAJAS TEMPERATURAS NOCTURNAS EN EL DESARROLLO DE COLOR EN HOJAS
DE PLANTULAS DE SORGO.

Pléntulas de tres variedades de sorgo de 14 dfas de edad fueron
transferidas del laboratorio a una cémara de crecimiento en donde sé pro-
baron varias temparaturas nocturnas, manteniendo a 30°C la temperatura en
los periodos de irradiacién. Las pldntulas fueron expuestas a alta y baja
intensidades de luz, dos dfas para cada tratamiento y fotoperiodo de 12

horas diarias.



como las temperaturas diurnas, sino por el contrario, la sintesis del -
pigmento se ve disminuida conforme la temperatura baja.

Este resultado sugiere la posibilidad de que la diferencia en -
comportamiento est4 mi4s relacionada con las temperaturas diurnas que con

las nocturnas.
EXPERIMENTO CON HOJAS AISLADAS:

Este experimento fue realizado con el objeto de probar la hipéte
sis de que la produccién de antocianinas estd ligada al nivel de azicares
acumulados en los tejidos de las hojas, condiciones que se producirian de
bido a una baja proporcién de crecimiento, pero una alta actividad foto -
sintética. De tal forma, que si este es el dnico criterio controlando la
produccién de antocianinas, la sintesis deberia llevarse a cabo indepen -
dientemente de cualquier otro factor.

Se empleé la técnica desarrollada por Kohashi (1965). Pedazos
de hojas de las mismas tres variedades se colocaron en cajas Petri con_
teniendo soluciones de distintas concentraciones de sacarosa. Se sometie
ron a un tratamiento con un fotoperfodo de 12 horas, dos intensidades de
luz ( 50,000 y 18,000 lux) y temperatura de 30O C dgrante el periodo de
irradiacién,.

De acuerdo con los resultados obtenidos, que se muestran en la
figura 11, se puede apreciar que la presencia de una concentracién ade -
cuada de sacarosa, en este caso soluciones 0,01 M y 0.05 M, es donde se

tuvo una mayor produccién, pero soluciones de mayor concentracién no in
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+ indica un nivel en el color

(+) muy poco color # Alta intensidad de luz
- no hay color o Baja intensidad de luz

DESARROLLO DE COLOR EN HOJAS AISLADAS DE PLANTULAS DE SORGO.

Pedazos de hojas de pldntulas de tres variedades, de 14 dias de
edad, fueron colocados en cajas Petri conteniendo soluciones de varias con-
centraciones de sacarosa. Las cajas fueron expuestas por dos dfas en una cé
mara de crecimiento a 30°C, a dos intensidades de luz con un fotoperiodo de
12 horas diarias.



ducen una mayor produccién de pigmento. Ademds, se encontré que la inten_
sidad de luz es un factor determinante para la mayor o menor produccién -
de antocianinas bajo las mismas condiciones de concentracién de sacarosa.

Una interpretacién que puede darse a estos resultados es que: se
requiere un nivel minimo de azidcares solubles en la hoja antes de iniciar

la sintesis, pero que la sintesis ocurre debida a una activacién luminos.
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CONCLUSIONES:

Una vez terminado este trabajo sobre la produccién de antociani-
nas en plédntulas de sorgo, es necesario recordar que la observacién que -
dié origen a esta investigacién fue el hecho de que algunas variedades de
sorgo presentan hojas pigmentadas de rojo cuando crecen en los campos ex-
perimentales de Chapingo ( elevada altitud), mientras que otras varieda-
des no presentan esta coloracién, hecho que podria estar relacionado con
un ciclo de vida mé&s largo.

Se pensé en Chapingo que el factor responsable para la produc -
cién del color y el patrén de crecimiento son la bajas temperaturas noc -
turnas que se pueden tener a esas altitudes, en particular en primavera
durante el inicio del crecimiento de las plantas.

De los resultados se puede decir:

a) La coloracién roja desarrollada por las pléntulas de sorgo si es debi-
da a la presencia de antocianinas.

b) Existe una diferencia de respuesta ante distintos factores ambientales
tanto en las distintas variedades, como en las distintas partes de una
misma pléntula.

¢) Se requiere de una intensidad minima de luz para la iniciacién de -
la sintesis de antocianinas, abajo de la cual no es posible la produc
cién de antocianinas ni aiin en las variedades m4s sensibles.

d) La presencia de azdcares solubles también puede favorecer en cierto -
grado la sintesis de antocianinas en tejidos de hojas, como se vié en
el experimento con pedazos de hojas.

e) La temperatura si es un factor que afecta la produccién del pigmento -
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en hojas. Pero la idea original de la posible correlicién entre la -
produccién del color en hojas y de bajas temperaturas, puede deshe -
charse casi totalmente, ya que en los tratamientos bajo condiciones -
controladas con pldntulas de sorgo en donde se usaron temperaturas noc
turnas en un rango de 0o a 150 C durante las noches, estas no fueron -
una causa para una mayor produccién de pigmento, sin embargo, pudo ob_
servarse que las temperaturas diurnas usadas en un rango de 15° a 40°C
si tienen efecto en la produccién del color, de acuerdo con el compor-
tamiento de las distintas variedades.

Existe un rango de temperaturas diurnas de 20o a 350 C en el que
se ve incrementada la produccién del pigmento.

Aunque en la mayorfa de los experimentos sélo hubo una repeticibén
en las que se encontraron diferencias en los valores obtenidos para wn
mismo tratamiento, el patrén de comportamiento fue el mismo, es decir
se observé siempre un incremento en produccién de pigmento en el mismo
rango de temperatura.

Asf, de los datos obtenidos, se deduce que la sintesis de anto -
cianinas est4 limitada por factores como son: intensidad de luz, tempe
ratura y concentracién de aziicares solubles.

Sin embargo, ninguno de estos factores puede explicar la diferen
cia cuantitativa que se encontré entre las repeticiones de un mismo -
tratamiento bajo las mismas condiciones, como es el caso particular -
del tratamiento de ocho variedades que se sometieron varias veces a un
fotoperfodo de 12 horas y temperatura diurna de 40° C, del que se ob -

tuvieron para cada repeticién de cada variedad distintos resultados -
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con una gran diferencia entre ellos.

Podria pensarse, que durante la germinacién de las semillas es
el momento en que de alguna forma factores ambientales predisponen a las
pléntulas para manifestar una mayor o menor sensibilidad hacia la sinte-
sis de estos compuestos. Ya que mientras las plédntulas alcanzaban el ta_
mafio requerido para los tratamientos permanecieron bajo condiciones de la
boratorio, estas estaban expuestas a vapores ambientales y en ocasiones -
cambios de temperatura tanto en el dfa como en la noche.

En relacién a la posible diferencia en comportamiento de plantas
a mds bajas altitudes, en las que se supone no habria produccién de pig -
mento, se tomaron de la literatura datos meteorolégicos de dos lugares a
distintas altitudes, para compararlos con los datos obtenidos. Los datos

se muestran en la siguiente tabla:

’

TABLA DE TEMPERATURAS REGISTRADAS EN LOS MESES DE: MAYO, JUNIO Y
JULIO EN CUAUTLA Y TEXCOCO.

Temperatura Temperatura promedio Temperatura promedio
Cuautla diagia media méximg diaria minimg diaria
(1302 m snm) Cc Cc Cc
Mayo 24.7 32.6 10.7
Junio 23.1 30.5 15.2
Julio 22.3 29.5 1548
Texcoco
(2249 m snm)
Mayo 19.1 27.8 10.5
Junio 18.4 25:2 1Lla7
Julio 17.:6 24.2 10.9
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En términos de temperzturas e intensidades de luz, que en los -
dos lugares debe ser superior a la intensidad minima necesaria, ambos luga_
res serian propicios para la produccién del pigmento en las distintas varie
dades. Pero ya que no se sabe cual seria el comportamiento de las plantas a
una intensidad de luz mayor a la usada en las cdmaras de crecimiento bajo -
las distintas condiciones de temperaturz, no es posible asegurar que tal di
ferencia no existe.

No obstante, la aparicién de antocianinas en hojas debe estar re
lacionada con una funcién bien definida, que podria pensarse que es una res

puesta de la planta para adaptarse a circunstancias ambientzles.
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TABLA A Observaciones diarias del incremento del color pdrpura en hojas de pldntulas de once variedades
de sorgo, de 8 dfas de edad fueron expuestas directamente a la luz solar, después de haber per-

manecido en el laboratorio. ( Exposicién de ocho horas diarias aproximadamente).

Dfa: 1 2 3 4 5 6. 1
VARTEDAD c¢c- VvV H C VvV H C vV _EH [% v H (¢] v _H c Vv H o] v B
1310 ++ ++ 4+ +4+4+ 4+ + +++ 4+ ++ +++  ++ ++ 4+ ++ +++ +++ 4+ ++
2046 + ++ + +++  ++ + +++ 4+ 4+ +++ A+ 4+ +++ 4+ +++ 4+ 4
1274 ++ ++ + +++ + + +++ + ++ +4++ + ++ +++ 4+ +++ 4+t 44
Otom{ + + ++ + +4++ + + +++ + +++ + ++ ++ + +
1806 + ++ o+ + o+ o+ +++ 4 A+ +H+ A+ +++ 4+
Te-T1 - - - - - = -
Te-Bird - - - - - (+) (+)
Exel-707 - - - - - - ! -
8311 + + + ++ ++ o+ ++ + +++ ++ +++ 4+ (+) +++ 4+ +
Dekalb~F + + ++ + +++ ++ +++  ++ +++ 4+ +++ 44+ +++ 4+ +
1093 - + ++ + + o+ + o+ + + ++  ++ +
(+) muy poco color C= coleoptilo V= vaina H= hojas

+ un grado de color

= no hay color



TABLA B Observaciones diarias del incremento del color pirpura en hojas de pléntulas de once
variedades de sorgo, de 10 dfas de edad fueron expuestas a la luz directa del sol, -

despuds de haber permanecido en el laboratorio.

Dfa: 1 2 3 4 5 6
VARIEDAD c V H C V H C Vv H C. V H C \i B C v H
1310 + o+ o+ 4+ ++ ++ o+ o+ ++ 4+ o+ +++ ++  (4) +H+ 4+ ++
2046 ++  + + +++  ++ ++  ++ o+ +++  ++ + +++ 4 (+) +++  ++ +4
1274 ++ +H+ o+ o+ ++ o+ (4) ++ o+ (+) ++ ++ (4) +4++ 4 +
Otom{ + o+ ++ + ++ + ++ + ++ + ++ + +
1806 ++ o+ +++ + + +++  ++ + +++ ++ o+ +++ 4+ +++ 4+ +
Te-T71 - - - - = =

Te-Bird (+) (+) o - - =

Exel-707 - - - - - -

8311 ++ o+ 44+ ++ () 4+ +++ 4+ 4+ ++ (+) +4+ ++; +
Dekalb-F + 4+ ++ ++ (+) ++ + +H+  ++ 4+ +++ 4+ + +++ 4+ +
1093 + ++ o+ ++ 4+ ++ o+ ++ 4+ + o+ (4)

Estas variedades sirvieron como CONTROL para las observaciones del desarrollo del pigmento , en el tra-
tamiento de disminucién de luz incidente mediante el uso de capas de gasa en lotes de las mismas varieda

des.

C= coleoptilo V= vaina B-Ahojas (+) muy poco color
+ un grado de color

- no hay color



TABLA c Observaciones diarias del incremento del color pirpura en hojas de pl4ntulas de once

variedades, de 10 dfas de edad fueron expuestas a la luz solar cubiertas con 4 capas de

gasa, después de haber permanecido en el laboratorio.
Dfa:
1 2 3 4 5 6
VARIEDAD c v c NY__.H c V H C V. H C. vV H C V H
1310 ++ + +++ ++ o+ o % +++ o+ (+) 4+ + +H+ o+
2046 ++ + +++  ++ 4+ +++  ++ + +++ 4+ + +++  ++ + +++  ++ 4+
1274 ++  (+) ++ o+ +++ o+ e+ +++ 4+ Fie @
Otom{ + + % # +4++ o+ +++ (+) +++ (+) F44 HE e
1806 + + +++ o+ ++ (+) +++ o+ +++ o+ 4+ 4+ 4
Te-T1 = - - - - -
Te-Bird - (+) (+) X = ¥ =
Exel-707 - - - - = =
8311 ++ + +4+ o+ (+) o+ o+ (+) o+ (4) +++ 4+ (+#) 44+ 4+ (4)
Dekalb-F ++ 4+ 4+ 4+ (+4) 4+ (#) e 4+ (4) +++ 4+ (4) 4+ 4+ (1)
1903 + + ++ 4+ ++ o+ ++ o+ 44+ 4+ S -
(+) poco color C= coleoptilo V= vaina H= hohas

+ un grado de color

- no hay color



TABLA D Observaciones diarias del incremento del color pdrpura en hojas de pl&ntulas de once

‘ variedades de sorgo, de 10 dfas de edad, fueron expuestas a la luz solar cubiertas

con 8 capas de gasa, despuds de haber permanecido en el laboratorio.

Dfa: 1 2 3 4 5 6
VARIEDAD c ' H [o.3 Y H c L' 1 c ¥ H o ¥ H o) v H
1310 3+ 4+ + o+ (+) ++ o+ o+ 4+ O F
2046 ++ o+ ++ 4+ + ++ o+ o+ ++ o+ (+) o+ o+ 4 464 44 @+
1274 + + ++ + + + ++ + ++ O+ ++ +
Otom{ + o+ ++ o+ ++ o+ ++ 4+ ++ 4+ ++ o+
1806 ++ o+ ++ 4 ++ o+ ++ o+ ++ o+ ++ 4+
Te-T1 - - - - - -
Te-Bird - - - - = -
Exel-707 - - - - = -
8311 G ++ o+ +* o+ +++ + (#) o+ o+ (4) o+ (4)
Dekalb-F ++ o+ ++ o+ ++ o+ (+) +++ o+ (#) o+ 4+ (4) 4+ o+ (4)
1903 (+) (+) (+) (+) + + o+
(+) muy poco color C= coleoptilo V= vaina H= hojas

+ un grado de color

- no hay color



TABLA E Observaciones diarias del incremento del color pirpura en hojas de pl4ntulas de once
variedades de sorgo, de 10 dfas de edad, fueron expuestas a la luz solar cubiertas -
con 16 capas de gasa, despuds de haber permanecido en el laboratorio.

Dfa: 4 & 3 4 5

VARIEDAD c Vv C b H O Yy H c vV H c Y c H

1310 + o+ ++ +  (4) + .+ ++ o+ ++ o+ ++ (+)

2046 ++ + ++ + ++  +4+ ++ o+ +4 + ++

1274 + ++ + + + i

Otom{ + (+) + (+) ++ (4) & (%) + v

1806 + o+ ++ o+ ++ + (+) ¥+ o+ ++

Te-T1 - - - = - 4

Te-Bird - - - - - i

Exel-T0T - - - - il s

8311 (+) ++ o+ ++ 4+ + o+ ++ o+ ++

Dekalb-F + + ++ + ++  ++ ++ + ++  ++ ++

1903 o+ + + + + +

(+) muy poco color C= coleoptilo Ve vaina H= hojas

+ un grado de color

- no hay color



TABLA F

VALORES OBTENIDOS EN LOS TRATAMIENTOS DE TEMPERATURA DIURNA PARA LAS
VARTEDADES: 1310, 1093 y Te-Bird, A ALTA INTENSIDAD DE LUZ (50,000

lux).
TEMPERATURA 1 15°¢ 20°c 25°¢ 30%¢c 35% 40°¢C
VARTEDAD 1310
Meg/e(peso fresco) 199. 113 588 375 194 165
119 109 380 440 188 122
236 376
291 128
Mg/planta 4 4 12 9 1 3
3 4 11 12 11 3
14 7
15 7
VARIEDAD 1093
MUg/eg(peso fresco) 4 0.3 146 204 33 31
12 (4] 181 133 30 30
: 115 110
185 38
M g/planta 0.2 0 5 6 6 |
0.3 0 5 9 3 1
8 2
6 1
VARTEDAD Te-Bird
HMg/g(peso fresco) 0 0 43 40 8 10
0 0 25 27 5 4
70 52
63 47
HMg/planta 0 0 2 4 3 0.4
0 0 0.8 3 a 0.1
3 0.4
2 0.3



TABIA G
VALORES OBTENIDOS EN LOS TRATAMIENTOS DE TEMPERATURA DIURNA PARA LAS
VARIEDADES: 1310, 1093 y Te-Bird, A BAJA INTENSIDAD DE LUz (18,000

lux).
TEMPERATURA ¢ 15°¢ 20°%  25% 30°¢ 35%¢C 40°¢c
VARTEDAD 1310
Hg/g(peso fresco) 11 13 56 15 10 7
9 64 13 15
33 23
27 15
ug/planta 0.3 0.4 1 0.9 1 0.2
0.3 2 0.9 0.5
0.5 0.4
0.6 0.7
VARIEDAD 1093
Mg/g(peso fresco) [ 0 8 5 6 0
T (4 2
2 1
M g/planta 0 0 0.3 0.1 0.1 0
0.2 0.3 0.4
0.4 0
VARTRDAD Te-Bird
#g/e(peso fresco) 0 0 7 0 0 0
T

Kg/planta 0 0 0.3 0 o} 0
0.3



TABLA g

VALORES OBTENIDOS DE LOS TRATAMIENTOS CON TEMPERATURA NOCTURNA PARA
LAS VARIEDADES: 1310, 1093 y Te-Bird, A ALTA INTENSIDAD DE LUZ ( -
50,000 lux) Y TEMPERATURA DIURNA CONSTANTE DE 3000.

TEMPERATURA : 0°c 5% 10°%¢ 15°¢

VARIEDAD 1310

ug/g(peso fresco) 376 210 U7 679
376 243 330 482
468 274
417
Mg/planta 12 8 13 21
11 9 12 b b
15 9
15

VARIEDAD 1093

Hg/e(peso fresco) 4 86 48 90
65 36 61 136

100 38

98 54
Mg/planta 1 4 2 6
2 2 4 T

5 2

4 3

VARIEDAD Te-Bird
He/e(peso fresco)

—~oaps
(o)}
[
oo
—
=3

M g/pla.nta.

O'OO
AN N
—
o O
.

O O\
[eNe]
)
-



TABLA T
VALORES OBTENIDOS DE LOS TRATAMIENTOS CON TEMPERATURAS NOCTURNAS PARA
LAS VARIEDADES: 1310, 1093 y Te-Bird, A EAJA INTENSIDAD DE LUZ (18,000
lux) Y TEMPERATURA DIURNA CONSTANTE DE 30°C.

TEMPERATURA : o“c - 5%¢C 10°¢ 15%¢c
VARIEDAD 1310
ug/e(peso fresco) 117 100 134 92
131 78 150 136
118 19
82 98
;lg/planta. 4 3 5 5
4 3 5 3
3 2 2
3 2
VARTEDAD 1093
sg/g(peso fresco) 7 14 15 15
[ 4 11 12
7 6
20
4&/planta 0.3 0.7 0.8 0.8
0.3 0.2 0.4 0.7
0.3 0.2
04
VARIEDAD Te-Bird
4g/e(peso fresco) 0 0 0 0

Mg/planta 0 0 0 0



TaBIA 9  (continuacién)

o

TEMPERATURA : 15°C 20°C 25°C 30°¢C 35°¢C 40°C

VARIEDAD 1548

Mg/g(peso fresco) 16 200 370 277 154 165
410 25

M g/planta 0.4 8 11 3 5

[WRS

VARIEDAD 1609

M g/g(peso fresco) 13 171 332 133 57 58
294 4
120

M g/planta 0.5 6 15 6 1

~3
FHWOoN

VARTEDAD 1806

Meg/e(peso fresco) 3% 439 739 606 600 318
%92 107

354

218

Atg/planta 0.9 14 28 28 11 11
20 1

11

7

VARIEDAD 2008
Mg/e(peso fresco) 0 32 0 4 4

~p o=



TABLA J  (continuacién)

TEMPERATURA : 15°%¢ 20°¢c 25%¢ 30%¢ 35°¢ 40°c
VARIEDAD 2008
Mg/ planta 0 1 0 0.1 0.1 0.2
0.1 0
0.1
0.2
VARIEDAD 2046
Me/g(peso fresco) 101 614 127 589 283 73
701 36
411
253
Mg/planta 3 27 34 28 8 2
27 0.6
15



TABLA K

VALORES OBTENIDOS PARA OCHO VARIEDADES DURANTE TRATAMIENTOS DE TEMPERA
TURAS DIURNAS A BAJA INTENSIDAD DE LUZ (18,000 lux).
TEMPERATURA: 15°¢ 20°¢C 25°¢c 30°¢c 35°C 40°¢C
VARIEDAD 1274
/J.g/g(peso fresco) 6 115 102 75 137 53
_u g/planta 0.1 3 3 2 3 2
VARIEDAD 1310
Mg/eg(pesw fresco) 0 159 76 80 20 53
/ug/pla.nta 0 4 2 3 0.4 1
VARTEDAD' 1335 ,
ug/g(peso fresco) 0 130 81 85 29 50
M g/planta 0 3 2 2 0.5 1
VARIEDAD 1548
He/e(peso fresco) 0 27 43 118 18 53
Mg/planta 0 0.8 2 6 0.4 1
VARIEDAD 1609
ug/g(peso fresco) 0 38 33 40 5 8
M g/planta 0 1) 2 1 0.1 0.2
VARIEDAD 1806
Ag/g(peso fresco) 0 81 103 122 4 33
Mg/planta 0 2 3 5 1 0.9
VARIEDAD 2008
Me/eg(peso fresco) 0 3 0 0 0 0



TABLA K (continuacién)

TEMPERATURA : 15°¢c 20%¢ 25°¢

o

30°C 35°C 40°C
VARIEDAD 2008
4g/planta 0 0.1 0 0 o 0
VARIEDAD 2046
ug/g(peso fresco) 0 257 165 193 42 73
i g/planta 0 9 8 9 1 2
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