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RESUMEN 

En plantas de Amaranthus hipochondriacus se determinó el 

ef'ecto de un tratamiento de seqw a sobre la acumulac.ión de 

amarant i na, pigmento rojo de naturaleza g 1 icosl. di ca perteneciente 

a las betacianinas en los tres modelos estudiados; explantes, 

plántula y plántula sin rai z, se presentó una acumulación mayor de 

betacianinas bajo condiciones de déf'icit de agua. 

En los explantes, la magnitud de la acumulación de amarantina 

f'Ué dependiente de la presencia de luz continua y en plántulas se 

requirió de un est! mulo luminoso de 5 hr de exposicióna la luz, 

para que la respuesta se presentara. 

Dentro de los -Factores que af'ectan la acumulación de 

metabolitos secundarios se determinó que la acumulación de 

betacianinas en el modelo de plántulas sin ra! z varió depéndiendo 

de: 1 > el tiempo de e>:posición luminosa al que se sometieron las 

plántulas, 2> la concentración de tirosina en la solución de 

incubación de las plántulas, 3) la disponibilidad de sacarosa, 4) 

la sustancia utilizada para provocar el estrés y 5) la -Fuerza de 

éste. 

Utilizando sacarosa como apartador de f'otosintatos y 

generador de un potencial osmótico que causa estrés de ci!>f'icit de 

agua, se encontró en plántulas un potencial osmótico original de 

-0.224 MPa, potenciales menores a este causan dif'erentes grados de 

estrés de cléf'icit de agua y la acumulación de betacianinas en 

estas condiciones f'ué mayor teniendo un punto máximo de 

acumulación en sacarosa 200 mM C-0.449 MPa>. En presencia de 

concentraciones variables de PEG y sacarosa 100 mM se presentó un 

aumento ligero de betacianinas, teniendo como punto óptimo el 

mismo potencial osmótico <-0.449 MPa>. Con sacarosa 20 mM y 

dif'erentes concentraciones de PEG en el medio, no se presentó 

respuesta, probablemente debido a que la concentración de sacarosa 

no f'ué suf'iciente para estimular el sis'tema; con dif'erentes 

X 



concentraciones de man1tol y en presencia de 20 mM o de 100 mM de 

sacarosa tampoco se presentó la respuesta probablemente por que 

manitol interfiere con el metabolismo. 

Debido a la respuesta especial que se dió 

de sacarosa también se estudió la respuesta de 

betacianinas en presencia de glucosa y fructosa 

ambos casos negativa. De esto se concluyó que 

sacarosa es especifico 

en presencia 

acumulación de 

resultando en 

el efecto de 

En los estudios sobre la cinética de acumulación de 

betacianinas se observ6 que ésta se dió gradualmente, sin 

detectarse cambios en la actividad de la enzima decolorasa por lo 

que se presume que es la ruta biosintética la que controla los 

niveles de acumulación. 
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l.- INTRODUCCION 

La búsqueda de condiciones óptimas de biosi ntesis de algL1nos 

metabolitos secundarios es una de las áreas de estudio de la 

bioquimica entre otras razones por su importancia económica y 

utilidad práctica. De la misma -Forma los -Factores que regulan la 

producción de los metabol i tos secundarios es relevante ya que al 

conocer esto, también se descubren sus condiciones óptimas de 

obtiene un aparición, de acumulación y de degradación. Además se 

entendimiento del papel -Fisiológico de estas substancias dentro de 

la planta, 

cienti rico. 

contribuyendo de esta manera al 

En nuestro pai s en la época prehispánica, 

conocimiento 

el amaranto 

rué un cultivo básico el cual 

religioso-culturales durante 

cayó en desuso débido a razones 

la época de la colonia; en la 

actualidad se ha tratado de impulsar su consumo. Se sabe que esta 

planta tiene la capacidad de producir un pigmento rojo llamado 

amarantina!' el cual puede acumularse tanto en las partes 

vegetativas como en la semilla. 

De esta planta es el grano la parte que se utiliza más 

comunmente <alegria). Para lograr el aprovechamiento integral de la 

planta se requiere la utilización de la parte vegetativa. Como una 

alternativa se ha tratado de utilizar el -Follaje como alimento para 

el ganado, lo cual no ha tenido éxito por su alto contenido de 

oxalatos que causan dai'!os al organismo. Como alternativa se 

propone la utilización de la planta como -Fuente de pigmentos 

rojos. 

Algunos compuestos -Fitoquimicos se sintetizan y acumulan 

en mayores cantidades bajo condiciones de estrés por temperatura, 

por dé-Ficit de agua, por presencia de depredadores o por otras 

condiciones ambientales <Timmermann, Steelink y Loewus, 1984). 

Existen algunas evidencias que permiten predecir que en amaranto 

las betacianinas (amarant i na) se acumulan más bajo estrés de 

dé-Ficit de agua <Elliot, 1979, Komamine, 1987al. 



En nuestro pa1s un gran porcentaje de las tierras utilizadas 

en la agricultura son de temporal, las cuales se ven sometidas 

-Frecuentemente a seqlli a sobre todo en 

pai s. En estas zonas se propone el 

las zonas semiáridas del 

amaranto como un cultivo 

alternativo, pero conjuntamente a la implantación del cultivo es 

necesario realizar investigación de su comportamiento bajo seqllia y 

su utilización integral <Alejandre y Gómez, 1990). 

Dados estos antecedentes nos planteamos estudiar la 

acumulación de betacianinas en Amaranthus hypochondriacus L. 

sométido a estrés de déf'icit de agua. 
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II.- REVISIDN DE LITERATURA 

2.1.-eetacianinas 

Las betacianinas pertenecen al grupo de pigmentos de las 

betalaninas, a las cuales se les denominaba antiguamente 

antocianinas con nitrógeno, debido a las caracteristicas semejantes 

de color entre ambos grupos ya que las betalaninas presentan 

nitrogeno en su estructura mientras que las antocianinas no, 

perteneciendo ambas a grupos qLú micos muy di-ferentes <Piatelli, 

1981>, imparten una coloración rojo violeta a ciertas estructuras 

de las plantas que las sintetizan; estas plantas son de la 

-familia de las centrospermas, <Piatelli y Minalde 1964a, 1964bl. 

2.1.1. Estructura 9!!!_mica. 

Las betac iani nas son de naturaleza qui mica g l icosi di ca; 

e>:isten más de 55 tipos de betacianinas conocidas, las cuales 

están constituidas por el aglicÓn llamado betanidina que tiene el 

anillo dihidroindol dihidropiridina <Fig 1) ' el cual tiene un 

carbono anomérico en posici~n 15. Cambios en en la isomerl a de 

estas posiciones da origen a la isobetanidina, la cual también se 

ha detectado como aglic~n de las betacianinas, aunque se cree que 

podrla ser un isómero -formado durante la extracci~n de estos 

compuestos, ya que bajo ciertas condiciones altamente controladas 

de extracción solo se obtiene la betanidina. También se ha 

detectado como aglicÓn la betanidina descarboxilada en posición 2. 

3 
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FIG.1. ESTRUCTURA DE LAS BETACIANINAS 
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Los azúcares que pueden generar los glic:ósidos son: 

monosacáridos; ramnosa, glucosa, ácido glucurónico, 

disacáridos; constituidos por estos monosácaridos se 

pueden encontrar esteriTicados en posición 6 del aglicón. 

Estos azúcares pueden encontrarse acilados con los ácidos: 

malónico, Terúlico, cumárico, sináptico, t::a-féico y citrico 

<Piatelli, 1981, Mabry 1984>. 

Dependiendo de los grupos radicales sustituyentes en las 

posiciones 5 y 6 se presenta un cambio ligero en el máximo de 

absorción de luz del pigmento, ya que éstos radicales interTieren 

con la resonancia de los anillos , de esta manera cada betacianina 

tiene un punto de absorción má>:imo entre 534 y 550 nm de longitud 

de onda, siendo de 537 para la amarantina. 

4 



2.1.2.- Distribución gn la naturaleza 

Las betalaninas se encuentran en •lgunas plantas y 

algunos hongos. En el Orden de las centrospermas se han detectado 

dos f'amilias que desarrollan pigmentaciones que se deben a la 

presencia de antocianinas, por lo que no solo las betalaninas 

pueden dar pigmentación a plantas de este Orden, sin embargo la 

presencia de betalaninas y antocianinas es mutuamente excluyente, 

es decir la pigmentación de la planta o se debe a antocianinas o a 

betalaninas. 

La presencia de betacianinas se ha determinado en 37 

especies de plantas pertenecientes a siete f'amilias de las 

centrospermas (Piatelli 1964 a y b): 

Amarantacea 

Cactacea 

Chenopodiacea 

Mesembrianthemacea 

Nyctaginacea 

Phytolacaccea 

Portulacacea 

En algunas de las especies determinadas solo se encuentra 

un tipo de glicósido, aunque se detectan las f'ormas isoméricas del 

aglicÓn, mientras que en otras especies se encuentran varios tipos 

de betacianinas en la misma planta. Como ejemplo está Gomphrena 

globosa, en la cual se encuentran hasta 11 tipos de betacianinas. 

5 



2.1.3. Expresión gen~tica 

La expresión de los genes que regulan la acumulación de 

las betacianinas se ha investigado en dif'erentes sistemas 

llegándose a las siguientes conclusiones: 

1.- En callos de Beta vulgaris existe una variedad clonal que 

permite la expresión positiva o nula del pigmento, sin embargo, 

para el desarrollo del pigmento cuando la posibilidad es positiva, 

es necesaria la presencia de luz. <Girod y Zryd 1983>. 

2.-En Amaranthus caudatus la -formación del color en el 

embrión es debido al control en un primer locus, sobre dos genes 

epistáticos complementarios que determinan la presencia del color; 

además e>:iste un segundo locus que regula la expresión del pigmento 

<Kulakow, 1987). 

2.1.4. Biosíntesis ~degradación 

1. Biosintesis. 

Generalmente las plantas que son capaces de sintetizar 

pigmentos son de metabolismo C
4 

ó bien de tipo CAM <Mabry, 1980). 

Con el uso de precursores radioactivos se ha determinado 

que la biosintesis de betacianinas <Fig 2) parte de L-dopa la cual 

suf're un rompimiento entre las posiciones 4 y 5, convirtiéndose de 

esta manera en ácido betalámico, el cual se puede condensar con 

ciclodopa y originar la betanidina. Este -fenómeno ha sido observado 

en varias -familias de centrospermas <Mabry, 1984) 

La glicosidación de las betacianinas puede realizarse 

sobre el precursor ciclodopa el cual se condensará posteriormente 

con el ácido betalámico -formando la betacianina glicosilada. La 

betacianina puede también glicosidarse directamente 

al.,1974> 
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FIG 2.- ESQUEMA DE BIOSINTESIS DE BETACIANINAS 
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2.- Degradación. 

Ha sido determinada una actividad enzimática de 

decolorasa para betacianina en Amaranthus hypochondriacus <Fig. 3l, 

la cual presenta una actividad máxima a pH de 3.4, una Km de 3.1 x 

10 -o y la enzima es inhibida por la presencia de reductores y la 

~alta de oxigeno <Elliot, Schultz y Cassar 1983b). 

R1 -0 w R2 -0 H 

coo 

1 

1 

BETACIANINA 

- pH 2 

<----
No enzimática 

<+ NHa l 

Enzimaódecolorante 
(pH 3.4l 

coo-

+ 

o 

H 
CICLODOPA 

ACIDO 

BETALAMICO 

FIG 3.- CATABOLISMO ENZIMATICO Y ESPONTANEO DE BETACIANINA 

<ELLIOT,1983). 

En epidermis de Beta vulgaris ha sido localizada una 

actividad decolorasa para betaxantinas y betacianinas con un pH 

óptimo de 3.4 <Shih y Wiley, 1981>. 
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2.1.5.- Factores que afectan.!-ª. biosíntesis de betacianinas. 

2.1.5.1. Luz 

Las respuestas fotomorfogénicas de las plantas son 
1991): 
1.- Respuestas mediadas por el fotoreceptor UV-B. 

<Liscum, 

2.- Respuestas mediadas por fitocromo. Estas son reguladas por la 

incidencia de luz roja/rojo lejano. Este fotoreceptor también puede 

absorber luz azul y luz UV de longitud de onda cercana. 

3.- Respuestas mediadas por el fotoreceptor azul/UV-A. 

Estas respuestas tienen signos de transducción similares a 

algunas de las presentadas por el fitocromo~ debido a la 

convergencia de sus signos de transducción <Sakary y Song, 1982). 

Las respuestas mediadas por el fotoreceptor azul/UV-A pueden ser de 

dos tipos: 

A.- LFR o LER llow-fluence-rate reactions o iow energy 

reactionl. Reacciones de baja proporción de flujo luminoso. Son 

dependientes de la longitud de onda, se inducen con luz roja y se 

revierten con luz rojo lejano <Atrigge, 1990). Son dependientes del 

flujo luminoso, hasta que se ha llegado a un equilibrio y esta 

dependencia sigue la ley de la reciprocidad de Bunsen-Roscowe, 

donde la respuesta a la luz es dependiente únicamente del flujo 

total <velocidad de flujo X tiempo de radiación>. El sostenimiento 

de la reacción es independiente del tiempo de radiación o de la 

velocidad de flujo, por lo que con periodos cortos de iluminación 

se puede estimular este tipo de respuesta mediante la captación de 

luz por parte del fitocromo. 

B.- HFR o HER <high-fluence-rate reactions o high energy 

reaction>. Reacción de tasa alta de flujo luminoso o reacciones de 

alta velocidad de flujo luminoso. Después de que el equilibrio 

fotoestacionario se ha alcanzado esta respuesta sigue siendo 

dependiente de la velocidad de flujo luminoso, en este caso la ley 

de la reciprocidad no se sostiene <Song, 1984). 
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En Amaranthus tricolor la sintesis de betacianinas puede 

ser estimulada por luz blanca, dando una respuesta de acumulacibn 

máxima a las 24 horas. Este est!mulo puede ser intú bido por luz en 

el rojo lejano y esta inhibición es superada parcialmente por 

exposicibn a luz roja. La luz roja y rojo lejano también pueden 

estimular independientemente el sistema, siendo la respuesta mayor 

con luz roja que con la de rojo lejano, con lo cual se concluye que 

los dos sistemas HIR y LIR estan mediando la respuesta (Piatelli, 

Giudici De Nicola y Castrogiovanni, 1969). El estimulo provocado 

por la luz puede ser inhibido por actinomicina D y puromicina, lo 

que sugiere que el estimulo de luz está actuando sobre la expresibn 

a nivel de transcripcibn y de traduccibn <Piatelli, 1970b, Koheler, 

1972>. También ha sido estudiada desde este punto de vista la 

sintesis de betaxantinas en Celosia plumosa, llegándose a la 

conclusibn de que ambos sistemas se comportan de la misma manera 

<Giudici De Nicola, Piatelli Castrogiovanrii y Amico 1973a). 

Débido a que la s1 ntesis de cloro-Fila también responde a 

estímulos luminosos, se buscb por medio del uso de di-Ferentes 

inhib1dores, la relación entre la s1ntesis de la cloro-Fila y la de 

betacianinas. Aparentemente las v!as y los estimulos necesarios 

para la s1ntes1s de cada uno de estos compuestos son di-Ferentes 

aunque tienen algunos puntos de convergencia (Giudici De Nicola et 

al 1973 a y b>. Esta relación entre la bios1 ntesis de betacianinas 

y cloro-Fila, es compleja ya que lumi-Flavina, inhibidor de la 

biosintesis de cloro-Fila, aumenta la acumulación de betacianinas en 

plantas en ausencia de estimulo luminoso y en aquellas que han 

recibido un estimulo a bajas irradiancias,. mientras que la 

lumi-Flavina diminuye la acumulación de betacianinas en aquellas 

plántulas que han recibido un esti mLtlo en el HIR o en el 

de luz azul <Dbrenovic, 1986). 
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2.1.5.2. Fitoreguladores. 

CITOCININAS.- Desde hace varias décadas ha sido conocido el erecto 

de estimulo de acumulación de betacianinas en plántulas de 

Amaranthus sp como respuesta a la presencia de citocininas en 

oscuridad, lo cual ha servido como método biológico cuantitativo 

para la determinación de éstas i Biddington y Thomas, 1973). Al 

a!"íadir citocininas al sistema de plántulas de amaranto estimulado 

por luz, Giudici De Nicola 11972 bl observó que se presenta un 

efecto aditivo. En estas condiciones, la luz rojo lejano inhibe 

parcialmente el efecto de slntesis. Con el uso de inhibidores se 

viÓ que ésta respuesta dual es regulada a diferentes niveles: 

transcripción, slntesis de protelnas y fosrorilaciÓn clclica 

IPiatelli, Giudici De Nicola, Castrogiovanni 1969, 70 ,71; Giudici 

De Nicola et al, 1972 a, b y 1973 a, b y 1973 a, b y Obrenovic, 

1986). 

ACIDO ABSCISICO.- En Amaranthus caudatus estimulado por luz y por 

citocinina se ha encontrado que ABA inhibe la respuesta de acúmulo 

de betacianinas por cualquiera de los dos esti mulos, IBiddington 

y Thomas, 19771. Los compuestos fenólicos interrieren el efecto 

del ácido absclsico <Ray, Guruprasad y Laloraya, 19831. 

La inhibición de acumulación de betacinianas por ácido 

absclsico podrla ser ocasionada por el aumento de la actividad de 

la enzima decolorasa, o bien por una salida de las betacianinas de 

los tejidos. Se ha visto que el ácido abscisico aumenta la salida 

de este pigmento en hojas de !resina sp, y en discos de betabel 

<Pustovoitova, 1987, 1988>. 
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2.1.é. Función biolÓgica. 

1.- Respuesta a inTecciones 

a> Virales <Sosnova, 1971 y Mabry 1980), o Fúngicas.- Las 

semillas de betabel pigmentadas tienen mayor resistencia a 

1nTecciones causadas por el hongo Phythium debaryum que aquellas 

que no son pigmentadas. Cuando se crece este hongo en cultivo 

liquido se reduce su crecimiento en un 501. cuando al medio se 

agrega 50 ppm de betanina <Kimler, 1975 y Mabry, 1980>. 

bl Bacterianas.- Se ha encontrado que Gomphrena celosioides, 

tiene ligera acción antibacteriana contra microrganismos Gram 

positivos <Botha, 1986> 

2.-Respuesta a dai"ío Tisico. 

Las respuestas se~aladas anteriormente se pueden deber, 

parcialmente, al dal"lo .¡:1 sico causado por la in.¡:ección. Adem~s, se 

ha visto que el transplante ocasiona acúmulo de betacianinas, el 

cual puede ser causado por dai"ío .¡:1 sico, <Velázquez, 1990). 

3. - Repuesta a estrés h1 drico. 

Elliot C1979a> encontró en plántulas de Amaranthus tricolor 

que a CRA de 681. se produce un 50% más de betacianinas que a CRA 

de 82%. Sakuta (1987al encontró en cultivo de células en 

suspención que a potenciales osmóticos de -0.4 MPa producen más 

betacianinas que a -0.2 MPa a una misma concentración de sacarosa 

<88 mM>. 

4.-Respuesta al estado nutricional de la planta. 

En .cultivo de tejidos se demostró que la acumulación de 

betacianinas es mayor cuando existe un exceso de ruente 

carbonada, como la sacarosa, asi como una relaci~in óptima de 

nitrógeno <Sakuta et al, 1987 a y bl 
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2.2.- Estre's de déricit de agua. 

La cantidad de agua que una planta puede demandar está dada 

por -factores internos y externos a ésta. Estos -Factores estan en 

-Función de los parámetros de potencial de agua, de di-Fusión, de 

ósmosis y de electrósmosis entre el suelo y la planta. 

Al.-POTENCIAL OSMOTICO DE AGUA <'l'H o): 
2 

Se dei'1ne como la dii'erencia de energia por unidad de volumen 

entre el agua matricialmente unida, presionada,. u osmóticamente 

constref'i1da y el agua pura, donde el agua tiende a -fluir de 2onas 

de donde se tenga un IJlll2o mayor, a uno que sea menor (más negativo, 

ya que el agua pura tiene mayor energia que el agua con solutos>. 

El potencial de agua en un tejido o célula está dado por la 

suma de los potenciales, osm6tico (~sl, de presión o de turgencia 

('l'r) y de matriz (Wml, el cual puede se expresado de 

manera <Kaui'man, 1981). 

>hl o 
2 

~s + 1*>r + Wm 

El potencial gravitacional también puede ser 

<Turner, 1981l, aunque éste, al igual que el potencial 

la siguiente 

considerado 

de matriz 

puede ser excluido ya que es muy pequef'io en comparación con los 

otros componentes. 

El potencial de agua es dii'erente en cada parte de la 

planta, y es más negativo a medida que el órgano se aleja más del 

suelo (Baker, 1984). Esto permite que el agua -fluya de la raiz a la 

hoja Catmósi'eral, y este -Flujo está determinado por un gradiente de 

\llH
2

o entre el suelo y el aire, a través de la planta. 
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Bl.-DIFUSION: 

Es el movimento de agua que involucra movimientos aleatorios 

y cuya magnitud está en -Función del área y del potencial qui mico. 

Este movimiento sigue un comportamiento dado por la expresión 

Jv = LP•A'l'H o 
2 

DONDE Jv Flujo de agua por unidad de área <m3 m2 seg-1 >. 
LP Conductancia hidraúlica <m s-1 Pa-1 >. 

A'11H
2

o = Di-Ferencia de potencial de agua a través de la 

membrana .. 

C>.- OSMOSIS: 

de una Es el proceso de di-Fusión a través 

semipermeable cuyo movimiento depende de un potencial 

membrana 

qui mico 

generado por una presión ostrótica donde el potencial de soluto <Ws> 

es la -Fuerza directora y está dado por el número de moléculas en 

solución, el volumen y la temperatura, de acuerdo a 

relación. 

Siendo el desarrollo de este potencial de gran 

la siguiente 

importancia 

-Fisiológica, porque de-Fine la capacidad de la célula para tomar el 

agua de su medio determinando asi su estado hidrico. 

DI.- ELECTROSMOSIS: 

Cuando las moléculas están -Fijadas eléctricamente a una 

membrana, un gradiente de potencial puede inducir cambios en los 

-Flujos de agua. Se considera que este -Fenómeno es 

dirige el transporte de agua a través del -Floema. 

la -Fuerza que 

La determinación del movimiento de agua desde el 

atrrós-Fera a traVés de los órganos de la planta está 

suelo a la 

dada por el 

potencial de agua y la resistencia que presenta la planta en cada 

uno de los órganos. La siguiente expresión de-Fine el -Flujo del agua 

del suelo a la atrrós-Fera a través de las plantas. 

Jv = A'l'H o/r 
2 

Donde r es la resistencia la cual su-Fre variaciones núnimas 

en comparación con la variación que su-Fre el' potencial de agua. 
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2 •2.2. Respuesta TisiolÓgicas JlU1 estrés de BéTicit de agua 

Turner <1986> seffala que cuando la disponibilidad 

de agua en el suelo disminuye, ocurren una serie de cambios 

~isiológicos en la planta. Estos cambios se han clasiricado como 

mecanismos que conducen a un "ESCAPE" del estrés de seqLÚ a y los 

que conducen a su "TOLERANCIA". Dentro de los primeros están la 

disminución del periodo vegetativo, enrrollamiento y caida de 

hojas y baja conductancia estomática. Los mecanismos de tolerancia 

involucran disminución del potencial de agua 

Diversos estudios clasirican a las respuestas risiológicas de 

una planta al estrés de cléricit de agua de una manera más detallada 

la cual se describe a continuación. 

1.- Respuesta risiolÓgica general: 

Se ha observado que una planta al ser sometida a 

estrés, disminuye su crecimiento medido como área roliar y tasa 

rotosintética. La disminución en la tasa rotosintética no solo se 

debe a menor utilización de la energl a para 

metabolitos, sino también a una menor capacidad 

producir nuevos 

de captación de 

energi a, comparada con la ut i 1 izada por la planta en condiciones no 

estresantes. Estas respuestas en general son a largo plazo y son 

dependientes de los Terómenos que a continuación se describen. 

2.- Respuesta de los ritorreguladores: 

Se ha determinado que cuando 

sometida a estr~s se presentan cambios en 

una planta se 

la concentración 

ritorreguladores, sobre todo la relación CITOCININAS-ABA. 

ve 

de 

Turner <1988> seffala la importancia de la rai z como primer 

órgano sensor del déric i t de agua; independientemente, también los 

cambios de turgencia y de concentración de ritorreguladores en las 

hojas juegan un papel importante. Propone que la interacción entre 

citoc1ninas y ABA es lo que regula el comportamiento de la apertura 

de los estomas y el 

estrés. 

intercambio de gases en plantas sujetas a 
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3.- Respuesta osmótica 

La osmoregulaci6n y los incrementos en la elasticidad en 

las células son los Ten6menos encargados de mantener la turgencia 

en los diTerentes órganos de las plantas cuando están sometidas a 

estrés (Joly y Zaerr, 1987>. 

Hay una serie de estudios en los cuales se ha 

observado una acumulación de sustancias osmóticamante activas, ya 

sea por movilización o par si ntesis de novo, acumulación que en 

algunos casos llega a mantener totalmente la presión de turgencia 

<Jones, Turner y Osmond, 1981). En general esto solo mantiene en 

cierto grado la turgencia CTurner, 19861, pudiéndose deber esto a 

dos Ten6menos: al disminución del potencial osmótico por 

acumulación de solutos 6 b) por alta elasticidad del tejido (Jones 

et al, 1981). 

El Ten6meno que más Trecuentemente ocurre es el 

de ajuste osmótico, y se ha determinado que éste se puede llevar a 

cabo en diTerentes órganos y en diTerentes especies (Jones et .!!l, 
1981, Morgan y 1984 Turner, 1986). La respuesta es diTerente de 

acuerdo a los parámetros antes mencionados, además de la edad del 

6rgano y otros Tactores amoientales como la temperatura, 

intensidad de luz, la concentración de co2 atmosTérico, la 

intensidad del estrés, duración de éste y las condiciones 

ambientales prexistentes CMorgan, 1984>. 

Los metabolitos acumulados durante el estrés son de 

naturaleza qui mica muy diversa y aunque predominan los azúcares y 

aminoácidos CMorgan, 1984 1 Schuab y GaTT, 1986 y Okazaki, Sakano y 

lazawa 1987>, también el potasio es de los osmolitos que aumentan 

su concentración en cantidades relativamente grandes <Jones et al 

1981>, los ácidos orgánicos como el málico y el citrico o iones 

como nitrato y cloruro CPitman, 1981, Morgan, 1984, y Berkowitz y 

Pier, 1987). A algunos de estos metabolitos se les ha dado un 

papel de protector de estructuras celulares <Selenioti, 

Nikolopoulos y Manetas, 1987). 
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2.2.3.- ~ de estrés .fil:! lª- producción 

secundarios 

metabolitos 

DiTerentes tipos de estrés provocan acumulación de ciertas 

metabolitos secundarios; por esto se dice que 

pueden jugar un papel protector. Aunque 

estos metabolitas 

la acumulación de 

metabolitos secundarias no sólo obedece a esta regla 

ciet-tos casos al aumento de metabolitos se les ha 

papel de mediadores de t·espuesta, transmisores de 

adaptación a los diTerentes condiciones ambientales 

durante el estrés <Wyn Janes, 1984l, también los 

ya que en 

asignado un 

ésta y de 

que surgen 

metabolitos 

secundarios pueden acumularse como respuesta al daf'ío provocado por 

las condiciones adversas. 

Se ha 

glicosinolatos 

visto que 

y otros 

algunos 

compuestos 

glicósidos 

azu-Frados 

cianogenéticos, 

alcaloides y 

terpenoides se acumulan bajo condiciones de estrés de deTicit de 

agua CGershenzon, 1984). 

2.3.- Papel de la sacarosa en 

secundarios. 

la biosíntesis de metabolitos 

2.3.1. Papel de la sacarosa !;.QffiQ nutrimento 

Los carbohidratos son los metabolitos que almacenan 

primariamente la energia. El metabolismo y translocación 

carbohidratos es de gran importancia, ya que es la 

primordial para movilizar y distribuir la energia que se 

en la planta, esto depende del estado de desarrollo, edad 

de los 

Terma 

produce 

de la 

planta , o estado Tisiológico. La sacarosa es la TOrma más común 

en la que los azúcares son transportados <Lucas y Madore, 1988) 

aunque algunas especies translocan otros azúcares CZiegler, 1975 

citado por Canny 1984). La ventaja de transportar sacarosa es que 

este azúcar es más inerte que otros a las reacciones quimicas del 

metabolismo ya que los complejos enzimáticos que la transTorman 

están Tuera de su alcance (Lucas y Madore, 1988). 
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En general los azúcares utilizan el -Floema para tranportarse 

hacia los órganos que están en desarrollo, <Giaquinta, 1983, Hayer 

1985, 1987 citado por Ho, 1988) a los cuales se les llama órganos 

demandantes, aunque también puede ser utilizado el apoplasto 

dependiendo del estado de desarrollo de la planta como son las 

primeras etapas de desarrollo <Canny, 1984>. Los órganos que en un 

estado de desarrollo o ambiental -Fueron demandantes posteriormente 

se pueden convertir en -Fuente de -Fotosintatos. 

El estudio de la manera en que la sacarosa es transportada ha 

presentado di-Ficultades por la complejidad de los sistemas en que 

es posible estudiarla. Taner (1980>, Heyser (1980) y Fritz (1983) 

(citados por Lucas y Madone, 1988) muestran evidencias de que la 

sac:arosa se mueve como un cotransporte con protones. 

Respecto a la absorción de azúcares por las células 

demandantes, lo más aceptado es que ésta puede llevarse a cabo de 

una manera bif'ásica. La primera -Fase se re-F1ere a la toma de azúcar 

a bajas concentraciones, siendo un proceso saturante que requiere 

de energia, transporte activo y se lleva a cabo como un simporte 

sac/H+o como antiporte sac/K+ • La segunda -Fase se re-Fiere a 

absorción del azúcar a concentraciones altas de sacarosa es un 

proceso lineal no saturante dependiente del gradiente de azúcar 

establecido. <Ho, 1988, Lucas y Madore, 1988 y Canny 1984> 

2.3.2. Regulación del movimiento de azúcares (sacarosa) 

La cantidad de azúcares que entra a una célula está dada por los 

siguientes -Factores: 

1.- Potencialidad de la -Fuerza demandante dada por -Factores 

genéticos y de demanda metabólica del tejido (Cook y Evans, 1983>. 

2.- Estimulas hormonales. Se ha reportado que las giberelinas, 

auxinas y c1tocininas aumentan la -Fuerza demandante mientras que 

la 

el ácido abscicico la puede aumentar o disminuir <Lucas y Madone, 

1988). 

3.- Mantenimiento de un gradiente de turgencia entre los órganos 

demandantes y -Fuentes mediados por una -Fuerza protón-motriz 

1988., Lucas y Madone, 1988, y Reinhold et s..l, 1984). 
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4.-Temperatura.- Las temperaturas cercanas a 50oC inhiben 

irreversiblemente la translocación, permitiendo paso únicamente el 

transporte por xilema. A temperaturas bajas cercanas a (loC también 

se inhibe la translocación <Canny. 1984>. 

5.- Estrés de dé-Ficit de agua. Durante el estrés de dé-Ficit de agua 

hay un reajuste osmótico en el que en algunas ocasiones se ven 

involucrados los azúcares, por lo que este tipo de -Fenómeno altera 

los patrones de mov1l1zac1ón y metabolismo de carbohidratos <Lucas 

y Madore, 1988; Canny 1984>. 

6. - Iones. Entre los iones más cómunmente estudiados se encuentra 

el potasio, el cual también puede tener un papel 

provoca cambios en los -Flujos de carbohidratos, 

osmoregulador y 

además también 

puede participar en la entrada de azúcares a 

proceso de simporte (Canny 1984 >. 

la célula en un 

2.3.3.- Papel de los azúcares gn la producción de metabolitos 

secundarios 

En cultivo de tejidos normalmente se utiliza una 

concentración de 2% a 3% de sacarosa. Un cambio en la cantidad de 

éste azúcar determina la producción 

(Discomo y lowers 1984>. En tejidos 

americana una concentración de 180 

de compuestos -Fi toqui micos 

de células de Phytolacca 

mM de sacarosa es la más 

adecuada para que se acumule una mayor cantidad de betacianinas 

<Sakuta et al, 1987a>. E-Fectos similares han sido observados en 

tejidos en suspensión de células de Cataranthus roseus, al 

incrementar la concentración de sacarosa de 41. a 101. aumenta la 

acumulación de antocianinas <Knobroch et al, 1982). 

También se ha estudiado el e-Fecto de la -Fuente de carbono la 

concentración de metabol itos secundarios. Asi, se ha determinado 

que en tejidos célulares de Populos sp, sacarosa, glucosa y 

-Fructosa en el medio de cultivo -Fueron asimilados; sin embargo la 

acumulación de antocianinas -Fué mayor en presencia de sacarosa 

mientras que el almidón la inhibió (Matsumoto et al, 1973>. 

Discomo < 1984> ha 

utilizados generan una serie 

propuesto que los 

de metabolitos 
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intera-::cionan con el metabolismo básico de las rutas de producción 

de metabolitos secundarios, también tienen la capacidad de cambiar 

la cinética de acumulación, estimulando o inhibiendo enzimas de las 

rutas biosintéticas. 

2.4. Amaranto 

El amaranto es una planta herbácea anual, utiliza la via e .. 
para asimilar el CD

2 
y aunque es 

ambientes con baJa disponibilidad 

meso~itica puede crecer en 

de agua (Alejandre y Gómez 

1986>> por lo que podemos suponer que presenta algunos mecanismos 

de resistencia a seqUla. Tiene un uso e~iciente de agua de 300 

Kg de agua transpirada/kg de materia seca producida <Fitter y Hay, 

1983) 

La semilla de amaranto es considerada un pseudocereal con 

alta riqueza proteinica, contiene de 15 a 16% 

Leug, 

1973). 

Busson Jardín, 1968>, y de ésta 

En la actualidad a pesar de 

semilla es poco utilizada. 

un 6'l. es 

su buena 

de protei na <Wu 

lisina <Downtown, 

composición esta 

Al ser sometida ésta planta a estrés de dé~icit de agua, ésta 

presenta un punto de marchitez permanente al 37% de CRA y un punto 

de dal'ío celular a 42% de CRA \Del Ria Portilla, 1988). A un grado 

de marchitez moderado, se recuperan rápidamente con el suministro 

de agua. Esto hace suponer que amaranto tiene capacidad de 

,-ealizar ajustes osmóticos en condiciones de dé~icit de agua, esto 

hace de el amaranto un modelo propicio para los estudios de estrés 

de dé~icit de agua. 

Estas plantas son pigmentadas debido a la presencia de 

amarantina, cuya incidencia ha sido determinada desde las primeras 

etapas de desarrollo. La presencia de estos pigmentos y las 

caracteristicas de respuesta del amaranto a estrés de dé~icit de 

agua nos permiten utilizarla como modelo de estudio de los 

mecanismos de desarrollo de pigmentos en condiciones de dé~icit de 

agua. 
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111. HlPO"TEsis y OBJETIVOS 

HIPOTESlS 

El estrés de dé-ficit de agua provoca una serie de cambios en 

los procesos bioqul.mico-fisiológicos en las plantas. Los cambios 

bioqu1micos incluyen movilización de iónes, fotosin~atos y algunos 

metabolitos secundarios. asi como la si ntesis de otras nuevas 

sustancias como metabolitos secundarios y sustancias osmóticamente 

activas con un papel protector o de regulación 

Estos cambices bioqlmicos conllevan a cambios 

osmótico <Margan, i984l el cual puede 

comportamiento. 

<Gershenzon, 1984). 

en el potencial 

determinar el 

De acuerdo a lo anterior se propone la siguiente hipótesis: 

E:l estrés por de dé-ficit de agua puede provocar una mayor 

acumulación de betacininas en 1-\maranthus Hipochandriacus. La 

ma~nituo de esta respuesta est~ condicionada por las variaciones 

en la duración del periodo de estt-és, el aporte de carbohidratos y 

el potencial osmótico. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

Documentar el erecto de estrés por, dé'ricit 

acLtmLtlación de betac1aninas cor acción, de 

osmóticos y direrente aporte carbonado., 

Objetivos particulares: 

de agua 

diversos 

soore la 

agentes 

1.- Buscar un modelo experimental apropiado (estado de desarrollo 

de plan10as de amarantoi para el estudio de la acumulación de 

betacian1nas baJo estrés osrrótico. 

2.- Determinar las condiciones experimentales <pH, concentración 

de t1ros1na. temperatura e intensidad luminosa> que hacen variar 

la capacidad de acumulación de betacianinas en 

experimental elegido. 

el modelo 

3.- Evaluar la respuesta de acumulación de betacianinas bajo 

d1rerentes potenciales osm610icos y concentraciones de 

carbohidratos. · 

4.- Conocer la cinética de acumulación de betacianinas en 

condiciones de estrés osmótico. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

Para el desarrollo del presente estudio se utilizaron 

primordialmente dos modelos experimentales, uno con explantes y 

otro con plántulas de Amaranthus nypochondr1acus L. variedad 

revancha tipo mercaoa obtenida en Campa experimental del Instituto 

Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias, 

Chapingo, i"~;nnco (donada par el lng. Eduat·do Esp1t1aJ. 

4.1. Explantes 

4.1.1. 1~1ªr..""r1al QJ.Qlóg_!_!;_Q 

Se utilizaron najas totalmente expandidas de plantas de 7 

semanas de edad cultivadas en macetas de l kg de suela orgánica. En 

la maceta se sembraron 6 semillas; después de una semana de 

crecimiento se dejó la planta más vigosasa. Las plantas crecieran 

en condiciones de invernadero con fataperloda 

temperatura ambiente ll8°-30°C>. 

de 12-14 horas y 

4. 1.2. l~m1ento Q§_ las !?><plantes fil!Otenciales osmoticos !;@_;¡os 

Las hojas maduras se cortaron desde el peciolo. el cual fué 

sumergido en una solución al 12'l. de PEG 6000 l'l'H
2

o = -0.46 

Las explantes se dejaron en estas condiciones durante 2, 4~ 

Mpal. 

6, 8, 

10 y 24 horas a tr-e·s grupos de muestras con nueve explantes cada 

una se les midió el CRA y se congelaran a -?efe para después 

determinar su contenida de betacianinas. 

4. 1. 3. - 1:1§.giciÓn del CRA 

A l.os explantes después de los tratamientos anter1anes se J.es 

determiró el CRA para evaluar el estrés de déficit de agua que 

sufrió el explante. Esta operación se realizó cortando en la parte 

media de la superficie de la hoja un segmento circular de 5 mm de 

d1ámett·o con un oradador, a este segmenta circular se le determinó 

el pesa inicial o PESO FRESCO, posteFiormente se puso en una 

cámara con atmósfera saturada de agua par espacio de 4 h, en 

oscuridad (para minimizar la fatasl ntesis>, después de este 

periodo se determina el PESO TURGENTE MAXIMO. Este material se 

conservó a una temperatura de 60° C en una estufa al vaci o 



(aproximadamente de 8-12 hr) hasta alcanzar el peso constante para 

determinar su PESO SECO. El CRA se talcul6 de acuerdo a Slavi 1( 

(1974> de la siguiente manera: 

P-f '- Ps 

CRA ---------- X 100 

Pt - Ps 

4.1.4. ~:Ltanti-F1cac1ÓQ de betak_1aninas en i;:lr.Ql.§.ntes. 

Al' material molido se eliminan le las cloro-Filas mediante 

e>:tracciones con etanol 96° y centr1-Fugac1ones t5 min a ](H)(J xgl 

tres veces consecutivas. Las betac1an1nas se extrajeron en agua y 

se cuantificaron nor su aosoroenc1a a 537 nm. Las lecturas se 

relacionaron con el coe~ic1ente de extinción molar 

Dop/molJ para conocer su concentración. 

<6.(14 X 1 o" 

Como control de la posible coextracc16n de betacianinas 

durante las e}:t:raciones etarólicas, en los e>:tt-actos se determinó 

la pérdida de absorbencia a 537 nm colateralmente a la extracción 

de claro-fila (tabla U. 

En esta determinación se partió de un grupo de 

plántulas que se dividió en cuatro lotes a los cuales se les 

practicó: O <controlJ, 1, 2, o 3 e:-:tracciones y se determinó las 

absor-bencias señaladas. Se observa que la pet-d1da de betacian1nas 

es mi nima comparada a la claro-Fila extrai da. 

Tabla l. Relación de densidades Ópticas en la extracción de 

cloro-Filas de explantes 

ABSORBENCIA 

537 nm ó63nm 

EXTRACCION 

CONTROL 0.303 o. 510 

1RA 0.288 0.230 

2DA 0.273 0.108 

3RA 0 .. 265 0.040 
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4.2. Plántulas sin raíz. 

La determinaci¡:,n de betacianinas en plántL1las de amar-anta de 

Y:res dias de edad sin raiz ha sido ampliamente estudiada para la 

cuanti+icación de citacininas (Elliot, 1983a> por lo que este 

modelo pat-ece adecuado para el desarr.ollo de betacianinas por otros 

esti mulos. 

4. 2. 1.- ües_i_n-fe..:;_ciÓn sup.,r-ficial ~ §gffi.i l las y condicÍQ.!l@ de. 

crecimiento 

Las semillas se lavaron con agua dest1 lada y 

des.1on1zada, aespués se les tratat-on 1) con alcohol al 70'l. durante 

2 minutos y 2> con una solución al 0.25% de hipoclorito de sodio 

por 5 minutos 3l las semillas desinfectadas se enjuagaron 4 o 5 

veces con agua destilada y desionizada ester1l 

sobr-e papel +:-i!tro en cajas Petri (100 >: 15 mm) 

y se colocaron 

esterilizadas o 

hien en caJas de plástico sobre ser-v1lletas de papel <sanitas) 

húmedas. Las cajas con las semillas se colocaron en incubadora a 

27°C en oscuridad durante 72 h. 

4.2.2.- l.!:i.cubaciÓn 

A las plántulas se les cortó la .-al z desde la parte in.feriar 

del h1pocotilo y se colocaron en cajas Petr-i sobre papel fi 1 tro 

Inmerso en amortiguador de incubación ltr-is-HCl y tirosina 2.5 mMJ 

con las sustancias a probar 

4.2.3. Implementac1¿n de la metodologÍ~ para.!-ª. 

.Qetac1an1nas gn plántulas 

determ1nac16n de 

Esta determinación es di-fer-ente a la ut1lizada en explantes 

ya que las plántulas presentan un m1 nimo de clorofila en relación 

a la cantidad de betac1nianas, por lo cual no se consideró 

necesario eliminar las c1or-ofi las, además el tejido de las 

plántulas es muy +.-ag1l por lo que no se necesita homegen12a.- de 

la. m1sma manet-a. 

Después de la incubación de 24 h. se lavaron las plántulas 

con agua destilada y des1on1zada para eliminar las sustancias 

externas en las cuales se encantraoan incubadas, y se congelaron 
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a -70°C. Posteriormente se molieron Y: se descongelaron a chorro 

de agua, sometiéndolas a un proceso· de· congelar' y descongelar 3 

veces consecutivas con la ·i'inalid.;;:f de romper las estructuras 

celulares para liberar el pigménto para SLI posterior 

cuant i -Ficac ió n. 

Elliot !1983b> reportó un rrétodo de medición por- e>:traccion 

con ~cido ac~t1co el cual resultó poco reproducible, ya que las 

betacianinas se degradan enzim.áticamente al pH dado por el ácido, 

por lo que se buscó un nuevo método m¿;.s estable, el cual consiste 

en precipitar las protelnas con n::A. Asi, se partió de un e>:tracto 

de 5(1 plántulas el cual presentó la .Lectura inicial 1-epo1-tada 

<tabla 2l, el e>:tracto TCA-TEMPERATURA AMBIENTE se dejó en el 

espect:roi'otómetro y se tomó la absorbencia cada 5 minutos durante 

20 minutos. La otra parte se dejó en hielo se tomó la lectura a los 

20 minutos. Resultó ser Ltn e>~tracto estable a la decoloración. 

Tabla 2. Estabilidad de los di-Ferentes extractos de betacianinas 

a 537 nm de longitud de onda 

CONDICIONES 

TIEMPO <minutos> 

o 5 10 15 20 

fCA-HIELO 0.235 N.O.* N.D.:ic N.D.* 0.231 

TCA-

T.AMBIENTE 0.235 0.233 0.233 0.229 0.226 

AC. ACETICO 0.309 N.D.* N.O.* N.D.* 0.210 

N.O.* .- No Determinado. 
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4.2.3.1. Extracción y ~_j.-Ficac1cin g§' ~QEJ}inas 
Las plántulas se molier-on af'íadiendo 1.0 ml de agua destilada 

y desionizada, y la pr-eparación se -Filtró y se c:entr-i-fugó a 5000 

><g El sobrenadante se llevó á 10% de ácido tricloro-acético, se 

ag1t6 en vortex y se centri-Fug6 a 3 000 xg durante 13 minutos 

leyendo la absot-bencia del sobrenadante a una longitud de onda de 

537 nm. Esta lectu.-a se correlacioró con el coe-fic1ente de 

e>:tinción de las betac ianí nas (6.04 11) .. 
D. op/mol 1 para 

determinar su concentrac16n. 

4. 2. 4. ProtocQ_Lq gfü}§'.!::_O!...l !=!§' :l;_@t@.J.9..:.. 

Meojante la car-acter1zac1ón del comportamiento del modelo 

1cap1tulo oe resultados y dísc:us1ón. -F1g 8,9,10 y 11> se eligió el 

siguiente esquema de tt"abajo: 

SEMILLAS DESINFECTADAS 

INCUBACION 
27.C DURANTE 72 H 

.¡. 

ELIMINAR RAIZ 
.¡. 

INCUBAR 
SOLUCION TRIS-TIROSINA-SACAROSA 

5 HORAS 
LUZ 

.¡. 

INCUBAR 
24 HORAS 
OSCURIDAD 

l 
REALIZAR 

CUANTIFICACIONES 

FIG 4: Esquema general de trabajo 
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4.2.5.- Medición del poten_¡:;ia..1 JÚJ;!rico de L'ª-2 plántulas 

Esta determinación se realizó por dos métodos: 

1. - Método de volumen constante <Sal isburv. 1983). El 

material se incubó en solLtciones de di-ferente concentración de un 

osmolito, sacarosa, manito! o sorbitol y se medió el aumento o 

perdida de peso del material después de haber llegado al 

equilibrio con la solución. Estos cambios en peso se gra-ficaron 

contra el potencial osmótico de la solución en la que se incubó el 

material y al cruce ae las abcsisas se obtuvo el potencial hldrico 

original del tejido. 

2. - i"létodo de Chardakov (SalisbLlt'"Y 1983>. El material se 

incutó en soluciones de di-ferente densidad hasta alcanzar su 

equilibrio osmótico, pot- perdida o ganancia ae liqU1 do. Sobre la 

solución resultante del equilibrio. se colocó Ltna gota de una 

mezcla que tuviese la densidad original de la solución de 

incubación y un colorante conti·aste, la gota con el colorante 

descendió o se mantuvo en la super-ficie de la solución equilibrada 

dependiendo del cambio de densidad al que se llegó durante la 

incubación. De esta manet-a se determinó el rango de potencial de 

agua al que llegó el material biológico. 

4.2.6.- Det.~_na!;_!_.i::i'n del poten~..!,al osmÓti.!-a º-@ l...SU~. olántula:s 

Se utilizó el método de la Cámat-a de Presión <Turner, 

!~81). Las plántulas se lavaron con agua destilada para eliminar 

el exceso de osmolitos presentes en la solución de incubación y 

después se congelaron ráp1oamente a -70•C para molerlas. Con el 

e>:i:racto acuoso que de ellas se liberó se humedeció un papel 

-filtro de 6 mm de diámetro apro>:1madamente que se colocó en la 

cámara psicrométrica <Wescor C-52i para dejar equilibrar ésta por 

espac 10 de 30 minutos. Pos ter 1ormente se determi m el vol ta Je 

transmitido pm- la cámara utilizando un microvoltimetro Wescor 

HR3::'·1 y se torró 1 a lectut-a a punto de rocl a. 

. ' 4. 2. 7. De:t§!:fil!.!lª-C ion de ru:_gj;§.!DªS 

Esta determinación se hizo de acuerdo al método de 

Peterson <1977>. 
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4. 2. 8. 1. Qpter}f;JÓo del filD~Lªi:,J;.9- Ql'.".p_teÍnicq 

El mate~, al se mol 1.ó en un mortero en-Fr 1 ado a -2oºc,. se 

añadió amor-e 1 gLtador de citratos O. 1 M pH 3.4 en relación 1:2 

peso/volumen. posteriormente se molió en politrón por espacio de 

30 segundos 3 veces consecutivas a baja velocidad. 

Este se obtuvo a partir de betabel. 

moliendo el teJido con un rrú nimo de agua~ 

Se hizo un extracto 

-Fil t rancio después a 

través de 4 capas de gasa. La 

espacia de 15 minutos a 20 (1QO 

preparación se centri-Fugó por 

>:g a 4°C, el sobrenadante se llevó 

a 10;-. de ácido tricl0Foacét1co, Desoués de 10 minutos <tiempo para 

que se desnatut-alicen las protelnas y pt-ecipiten) se centr i-Fugó 

nuevamente a 2(l(l(H) a y se eliminó el precipitado. 

Posteriormente el ácido tricloroacético se eliminó del 

sobrenadante mediante extracciones can éter etílico tomancio como 

punto de re-Ferencia el pH inicial y el éter et1 lico se eliminó por 

e>:tracción al vac1 o. 

Una muestra al icuota de este e>:tt-acto se di luyó lo necesario 

para alcanzar una concentración apropiada tomando la lectura a 537 

nm de longitud de onda para de esta manera determinar 

concentración original de ias betacianinas utilizando 

coe~1c1ente de extinción correspondiente. 

4.2.8.3. Actividad enzimática 

la 

el 

El ensayo se realizó mezclando 2 ml de e:<trac:to 

¡;t-otei nico (50-125 ug de prote1 na> en amortiguador de citrato pH 

3.4 y 1 ml de e>:trac:to diluido del sustrato 116 nM de betac:ianinal 

en el mismo amortiguador. Se siguió la t-eacc1ón midiendo la 

disminución de aosor-benc1a a 537 nm a una temperatura de 25°C. 

1Elliot 1984). La actividad se calculó por la pendiente obtenida. 
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4. 2. 8. Determi naciÓn de r-arJ;i_o_b!.fl.r.ª:!;.Q2 

OBTENCION DEL EXTRACTO. El,<e>:tracto de azúcares solubles se 

obtuvo de acuerdo a Pe!'ía y Orteg'a (19~;f!J;,-El Tejido -Fresco se -Fijó 

con alcohol al 96Y. hirviendo - -':5 -.:,'!llin,_ ':se: molió y después se 

realizaron tres extracciones~o~ ~ta~bl al BOY. en ebullición. 

Posteríormente se 

evaporación. 

concentraron - e1'1minando el etanol por 

1.- Para azúcares reductores totales este extracto se 

n1droliz6 con HCL 1.125 Nen ebullición por 2.5 h. Las p rotei nas 

se eliminaron añadiendo ácido -Fos-Fotúngstico al 10% (Wol-Framato de 

sodio 10%-ác1do sul-fúrico 0.33 M 1: 1l dejando 12 hr en 

re-Friget·ación. El sedimento se separó centrifugando 30 min 3000 

xg. El sobrenadante se neutralizó con carbonato de sodio. A este 

extt·acto se le cuantificaron los azúcares por el método de Nelson. 

2.- Para azúcares reductores directos se siguió el mismo 

procedimiento de eliminación oe protei nas y de cuanti-Ficación. 
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V. - RESUL rADOS Y DI SCUS ION 

La acumulación de algunos metaoolitos secundarios es un 

f'enómeno que ha sido observado en dif'erentes especies 1Gershenzon, 

19841. Elliot 11979bJ reporta que cuando las plántulas de amaranto 

tienen dif'erentes contenidos de agua al inicio de una inducción de 

acumulación ce betacianinas, por c1toc1ninas~ se presenta una 

mayor cantidad de oetacianinas en condiciones de dé+:icit de agua. 

Sakuta 11987al reporta que en cultivo de células en suspensión 

existe una mayor acumulacicn de oetac1an1nas tanto por célula como 

por gramo de ~eJ1do seco cuando crece este material en soluciones 

con mayor concentrac1ón de osmolitos. 

Ante estos antecedentes como primer objetivo se planteó 

ouscar un modelo biológico en el que como respuesta a potenciales 

osmóticos bajos acumulat·a betacianinas tratando 

condiciones de estrés de dé-Ficit de agua. 

de simular 

5.1. Búsqueda de el modelo adecuado para el estudio de acumulación 

de betacianinas por estrés de potenciales osmoticos bajos en 

Amaranthus nipochondiacus L. 

Dos posibles modelos experimentales se propusieron para 

determinar el efecto de estt-és osrrót:ico baJo sobt-e ia acumulación 

de betacianinas en amaranto. Estos modelos +:ueron explantes de 

hoJas maduras de amaranto y pl~ntulas de tres mas de edad sin 

ralz, ésta emite sef'íales al t·esto de la planta teniendo una 

respuesta. la cual puede con~undirse con la respuesta a potencial 

osmótico bajo para las células que es nuestro objetivo. 

5.1.1. Exolantes 

Se aprecia en las +:ig. 5 y 6 que la cinética de acumulación de 

betacianinas a lo largo del tiempo, o en +:unción del 

perdió el tejido f'ué dif'erente en luz y en la oscuridad. 

agua que 
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Asi mismo la pérdida de agua a las 24 h de estrés -Fué mayor 

en presencia de luz, donde llegó a ser de 

OSCL!ridad sólo llegó al 78 t. ae CRA. 

501., mientras 

<Fig 5 y 

que 

6). 

en 

Una 

transpiración mayor del tejido bajo luz provocó que CRA 

disminuyera más ,-ápidamente comparativamente a lo que suceoió en 

oscuridad, además la incidencia de luz provocó que continuara la 

-fotosl ntesis~ lo que trajo como consecuencia una acumulación de 

sustancias que generaron un aumento en el peso seco. de tal manera 

que el incremento en la relación peso -Fresco/peso turgente se vió 

a~ectada <~1g 7>. contribuyendo esto a una disminución en el CRA, 

<dándose Ltn aumento en peso seco y peso -Fresca más no un aumento 

en el agua retenida). La respues~a que se nota evidentemente real 

es el aumento de betac1Rninas baJo luz al inicio y a tiempos de 12 

a 24 horas <-Fig. 51. 

La -Figura 8 muestra el contenido de betacianinas como 

-Funcion del CRA. Cierta tendencia es aparente en la luz mientras 

que en la oscuridad los resultados -Fueron más erráticos. 

Las betacianinas se acumularon en mayor cantidad en 

condiciones de estrés a potencial osrrótico bajo en e>:plantes de 

hojas maduras de planta de amaranto. bajo luz. 

5.1.2. F·1int..ldlas !;;_9!!!12.letas;_ 

En plántulas completas se determinó si e>:isti a la acumulación 

mayot- de betac iani nas sometidas a estrés. Se presentó una 

respuesta positiva 10.010 nmoles/hipócotilo en el control y .0146 

nmoles en las plántulas estresadasl. Este mooelo no parece muy 

conveniente para nuest: ro -f1 n ya que las respuestas que se 

t:t'"·esentaron puediet-on deberse a esti mulos endógenos por 

sensibilidad de ia raiz al estrés de dé-F1cit de agua. Esto puede 

concentrac1ón de 

concentración ae betacianinas 

-Fitoreguladores 

\Elliot 1979a), 

que cambia la 

esta respuesta 

inter~iere can la respuesta que buscamos dada en presencia de 

soluciones con potenciales osméit1cos baJos,. lo cual es el objetivo 

ae este traba30. 
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5 10 15 20 25 
. IB'fRF.S (horas) 

FIG. 7.-RELACION PESO SECO/PESO FRESCO EN EXPLANTES 
DE 7 SEMANAS SOMETIDOS A ESTRES DE DEFICIT DE AGUA 
EN UNA SOLUCION DE POLIETILEN-GLICOL AL 12Y. POR 
DIFERENTES PERIODOS EN PRESENCIA DE LUZ <- • -> U 
OSCURIDAD < •• + •• ).Los datos corresponden a las 
determinaciones realizadas para las riguras 5 y 6. 
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5. 1.3 _Plá~ .&!.!! t:§IÍz 

Ya determinada la respuesta en p l.ánt:ula completa se 

esl:udiaron las carac"t.erist1cas en p!.áni:Ltla sin rái z. Est:e mocielo 

presentó las vent aJ a Cle podei-· a!1ad1 r le sustancias' e:-:ógenas como 

iones, azúcares y otros compuestos en el medio oe inc:ubac:1ón y 

p~der ver el e-Fecto de estas sustancias dentro de las plántulas, 

con estas sustancias se trató de simular posibles condiciones de 

respuesta osmótica inc1ependiente de los -F1toreq•.tlaoores en ·el 

modelo e.leg100. 

El bioensayo usado por Elliot il979a) para cuanti-Ficar 

citocininas consiste en pl.ántLtlas c_recidas 3. 5 di as a 27°C a las 

cuales se les corta la raíz y se sumergen en la solucion de ensayo 

determinando la_ concentración de betacininas alcanzada. 

La región mer1stemát1ca tí.ene citoc1ninas \Horqan, 1984), 

posiblemente. para la inter~e~enc1a de estos 

-F1toregulacores en la respuesta de acumulación de betac1ninas por 

est.rés ostrót1co11 se reaiizaron determi.nac1one: de betacian111as en 

n1~ocot11os bajo di~erentes condiciones de pH, amortiguadores,. 

potenciales osmóticos~ detectandose que na hubo pt-oducc1ón we 

oet~c1aninas en ninguno de los casos. 

5.2.- CONDICIONES QUE HACEN VARIAR LA CAPACIDAD DE RESPUESTA DE 

ACUMULACION DE BETACININAS EN PLANTIJLAS DE TRES DIAS DE EDAD, SIN 

RAIZ. 

Con el ~in de estudiar los posible2 parámetros que r·egu!an la 

producción de betacianinas .. en el modelo de pl.J.ntulas sin t-a..1 z~ se 

pl.~nteó como segundo ob.1et1vo dt?tet·minar bajo qué condiciones la 

respuesta et-a m.3.):ima. Las variables que Fue neces.srio controlar '9n 

concentración de tirosina 

:..am1no.á..c1oi:1 (Jt·ecut·sat4 1, presencia de iones y potencial osm:,i:1co de 

ia solución. 



Pmra el b1oensayo ae c1~oc1n1·nas en Am3rantnus caudatus~ 

l::•.llot: <197'fbi l"eporto un pH de 6.8 en amortiguador Hepes. La - - . -

-figura 9 describe la respuesta de acum~lac;~ri de be~aciahinas con 

r.1 i oferentes amon: tgu<'ldores v a d1 -fei--ente. pH; É.1 pH óp1: i mo -fué de 

8~2 ~n .::\inor-·r:.:ig1.tao,.Jt" "fh'I.3. 

Con eJ -f1 n de:? detet~mi na.r.': :si 1 a respuesta observada 

SE' debió -al 1: ipo cie amori:: igLtador -:'6 el- pH, :ambos amortiguador-es se 

mezclaron y se vet'i-ficó que e.l pH óptimo -fué de 8.2 y el 

amortiguador más apropiado.es de Tris !Fig. 10). Los puntos con pH 

más básico de· 8;2 no' se cons-ideraron'ya- qr_Íe se le afíadier-on i6nes 

de K+ ik.OH para- ajustar el pH 'del ·amor-t1gua.dor>, los cuales 

aumentan ia acuinulación de betacianinas <El 1 iot 1'?79h). 

5. 2. 2. - Q'?...'.~_gr..m1.11Z:r:J_q!J Q§ 1..P.: G_~flJ;_~!:l!.raci.c1'n ª-dec!J-ªf1-ª g~ t 1 r--osiriª 

(a tiros1na es el metaboiito precursor de Ja 

b1osi ntesis de be~acianinas 1,Mabry, 198<)). por- lo que -f1 .. 1é 

necesario ariadirJa al s:?.stema c:on el +:1n de que no t-1_1e1""~ un -t=ar:tot-

J1mit~nte en Sl' r>roducc1~n CEJJ1ot. } 4·¡9ª) • ~·ara ia 

co11cen~r·ac1011 oi1t1m~ oe 1:1r·os1na a Ja cual ~e daca una act!mLt.L~c1Gn 

max1ma de o~tac1an1nas se real1z~ una ctJrva de concentraci~n <Fig. 

11 J y se la respu~sta óptima se da a una 

r:c·ncent:r-2.c!Dn Cle .:~~5 mf·I. No -fué posible a.tc~nzat· concentraciones 

m.h.::: .alt.-3.S que ésta. 

=s .. 2. ~-~. ·¡ emperatura de respuesta 

Se observa en la tabla 3 un punto má>:1mo de acumulación de 

bet.ac 1 ani nas. Corno ésta temperat.ur-a de ,-espuesta óptima C37ºC> 

pud1ese estar causando estrés de alta temperatura se decidió 

tt·¿.,hajar a un~ t:emper·atura más baja <27°C). que cons1det·amos es la 

temperatura arnoien~al promedio. 
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FIG. 9.- EFECTO DE pH Y DEL TIPO DE 
SOBRE LA ACUMULACION DE BETACIANINAS 
DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES 
DESPROVISTAS DE RAIZ, SUMERGIDAS EN 
TRIS <··*··> O HEPES<- + -) DURANTE 
punto corresponde a un e>:per imento 
repeticiones. 
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FIG. 10.- EFECTO DE pH CON MEZCLA DE 
AMORTIGUADORES. SOBRE LA ACUMULACION DE 
BETACIANINAS EN PLANTULAS DE Amaranthus 
hypoc:hondriac:us DE TRES DIAS DE EDAD DESPROVISTAS 
DE RAIZ. SUMERGIDAS EN AMORTIGUADOR 
HEPES-TRIS-TIROSINA DURANTE 24 h. Cada punto 
corresponde a un experimento con tres repeticiones. 
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FIG. 11.- EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 
TIROSINA SOBRE LA ACUMULACION DE BETACIANINAS EN 
PLANTULAS DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES 
DIAS DE EDAD DESPROVISTAS DE RAIZ, SUMERG1DAS EN 
AMORTIGUADOR TRIS-TIROSINA DURANTE 24 HORAS. Cada 
punto corresponde a un experimento 
repeticiones. 
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Tabla ~'· Efecto de la temperatura de 

acumulación de betacianinas. 

incubación sobre la 

TEMPERA TUI': A nN DE BETAC I AN I 1\IAS/ H I POCOT i LO 

1 (l 

27 

:S7 

40 

45 

o.~ ~ 0.03 

1. 5 :t o. 05 

3.0 .± 0 .. 08 

0.2 ±: 0.05 

0.11 ± l).033 

NUEVE CAJAS PETRI CADA UNA CON 30 PLANTULAS' SIN RAIZ EN LAS SE 

rncrJRARON C:ONDrCU:OHES ESTANDAR TOMANDO ORUPOS' DE 1'RES CAJAS PARA 

CADA UNA DE LAS TEMPERATURAS PROBADAS, POSTERIORMENTE SE DETERMINO 

EL CONTENIDO DE BETACIANINAS, 

La luz estimula la acumulaci;n de be~ac1aninas (Piatelli, 

1969), en este trabajo se observó que sin un estimulo luminoso ~o 

se presenta ~cumul~c1ón ae bet?c1an1nas OQr lo que se neouJo que 

ési:.a radiación es necesat-1 a. Se estudió cómo el tiempo e 

in~ens1aad de la t·3.cti ac ion 1n~)L1yen conjLtntamente sobre la 

~cumulac10n oe be~ac1an1nas. 

Di-ferentes qrupos de pJán-t:ulas se e:·~pus1eron a lu;..:: so1ar 

duraPte per-looos: 5, 15 y .SU m1nutos 1 pos1:.er1or·meni:.e se incubaron 

bdJD luz oe lampara incandecer1te o en oscur1daa hasta completar ~4 

n. ~ otros lotes se les dio 15, 30 y 60 m1ntJtos de expos1c1bn a la 

luz de lampara Cde 100 Watts de intensidad> incubándose de la 

misma -forma que los lotes anter1ore= <Fig. 12). Se obs:e~·vó que a 

tiempos cor-'tos de e:-!pas1c'.ón luminosa 1a cant1dr.i:d de betacin1nas 

que se acumulan aespués ele la :.ncubación a las 24 hor-as es menor 

qLte en per-1 odos m.§..s= r'"·olongados de e:-:posición a la luz. Peri odas 

de 5 a !u m1nut:os pr-e::::::=ntan una acumulación de be"t.ac1aninas más 

baJa que de 30 a 60 minutos, independientemente de la 

de luz. 

intensidad 
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FIG. 12.- RESPUESTA SOBRE LA ACUMULACION DE 
BETACIANINAS EN PLANTULAS DE Amaranthus 
hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD DESPROVISTAS 
DE RAlZ, SUMERGIDAS EN AMORTIGUADOR TRIS-TIROSINA 
DURANTE 24 h. ESTAS FUERON INCUBADAS A DIFERENTES 
PERIODOS E INTENSIDADES DE ESTIMULOS LUMINOSOS. Las 
condiciones ~ueron: 1~ 2 y 3 estimuladas durante ~, 

15 y 30 minutas con luz solar después incubados en 
oscuridad hasta completar 24 h. 4, 5 y 6 se 
estimularon con 30, 60 y 90 minutos con luz de 
lampara de 100 Watts e incubados en oscuridad a 
completar 24 h. De 7,8 y 9 se estimularon con 5, 15 
y 30 minutos de luz solar y se incubaron can luz de 
lampara hasta completar 24 h, 10 solo se dejo bajo 
luz de lampara continua. 
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5e observó que hL!bo una ac11mulac1ón l 1nea!, en ~unción ael 

t:1empo oe estimulo luminoso lnd<;?pendiente de la 1ntens1dad de ia 

radiación, luz de lámpara o sol. Tiempos prolongados de radiación 

sólo presentaron las desviaciones t1p1cas de respuesta en CL!anto a 

la capacidad de la plántula para sintetizar el pigmento. 

Ooservanao el tratamiento 7 (plántulas incubadas bajo lL!Z d<? 

l-?.lmpara las 24 horas), se detet·miró que la, luz , continua p~odujo 

una re5puesta má>:ima. 

En base a estos result:anos se dec1d1ó buscar el tie~po óptimo 

cte respuesta bajo luz -para la ~cumt1lacir~n de betac1aninas baJo 

cónd1cioiies esl:_-~.ndar .. sin estrés, (F1g. 13J. La acumulación -Fué 

proporcional al ~IRmno de 1ncid<;?ncia de luz 1100 Watts) sobre el 

sis~emR. Entre 5 y b noras se presentó una respuesta considerable 

por io que esl:e peri Dcto se torOC:i como el tratcamiento más apropiado!'! 

ya-que cinco horas de estimulo -Fueron su+icientes. aunque la 

"'"nosici•:O.n de las pl~ntulas pot- periodos de más de 5 h presentaron 

una respuesta 11qeramente mayor. 

La luz es~1mt1ia el ~jtocrnmo en el tipa de resp11estas HI~; al 

respecto P1at~ll1 \1969.1. reportó que la 3cumul ación de 

oetac1aninas en respuesta a la incidencia de luz se debe a dos 

ne LIP. ~nsotros ccn nuestros 

e~per1menro~ observamos que pa,..-a que se ~ el -fenómeno de 

~c·_t!71Ul:?.ción de oe"Cac1an1nas por estt-és pudiese ser necesat-io que 

Hih'. ya QLte con tiempos cortos de 

.1 ¡ r.im1 n:7tc1on el sistema no r·esponae. 

Sakuta C1987aJ~ encuentra mavor acumulación de betacianinas en 

\:1.tl~Jvo d~ C9(:JldS o~ Phitolacca amer·1cana en concentrac1ones 

alcas de sacarosa (88 mMI. La 1rr3d1ac1ón recibida por las 

pl~ntulas genera una acumulación de ~o~os1ntatos que puede ser la 

cono1c16n necesaria p?.r..::.. que se Jncremente la CAni.:ld;\O de 

betac1anin5:;. 
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FIG. 13.- ACUMULACION DE BETACIANINAS A DIFERENTES 
PERIODOS DE ESTIMULOS LUMINOSOS. Se incubaron 
plántulas desprovistas de rai z en amortiguador 
tris-tirosina pH 8.2 dejandose bajo exposición de 
luz de lampara (100 Watts> por los periodos 
sei'!alados y después se incubaron en oscuridad hasta 
completar 24 horas desde el inicio del experiento. 
Cada punto corresponde a dos e><perimentos con tres 
repeticiones. 
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~?§2.gyés del estímulo luf!Ll._Qoso 

Después de elegir un .iapso de :5 hor-as de radiación luminosa 

como el más apt-op1acio pat-a est1mttlat- el sistema .. se determiÍtó el, 

P•riooo de incubación en oscuridad para perm1t1r el desar~allo de 

Ja respuesta. EM la ~igur~ 14 podemos observar que entre 20 y 30 

not-as se ilega a un estado estacionario de acumLllación de 

bet:dcin1nas, pareciéndonos adecuado elegir un tiempo de 24 horas 

rje incubación coma el ~prop1ac10 pat-a obset-var los t-esultaaos. 

5.3.-PARAMETROS QUE HACEN VARIAR LA ACUMULACION DE BETACIANINAS <EN 
PLANTULAS DE AMARANTO DE TRES DIAS UE EDAD, SIN RAIZ>, COMO 

RESPUESTA A LA PRESENCIA DE SOLUCIONES CON POTENCIALES OSMOTICOS 
BAJOS. 

Para e·;·!POnet- las p láni:ulas a estt·es de OO+ic1t de agua 

p¿n·a dt-fr.;irenctar su erecto osrrót1co-est.t-esante de su papel en el 

metabOllEffiO (SLaVlk~ 1977! y de 

objet1vo oe evaluar la respuesta de 

es"t:a manet·a 

'3Cumulac1ón 

cumplir con al 

de netac1an1nas 

ba.jo di-t=~r-eni:es :Jotencta.les osrrót 1cos. 

5.3.1. ::;_~@_.11~1ª~!..<?_IJ Qfil_ qg!;'ª-~~12!.!. hJ._qr_Lco p_~:_l:_g_:u.ial !1~ lst?. 

gJJt.!!.llLlS.'?_:_ 
Al evaluar el potencial hldr1co inicial de las plánt:ulas por 

~j el. r--é+:nC1l"J de Cr'\arc1a.ko-f--f ·.Salisburv .. 19:1 8) .. se obtuvo un valot

eni:re o.::o y 0.25 t'lPa de potencial túdrico, y por bJel f'flé.todo de 

vol:..tmen constante <Salisbury. 1978J. se encont:ró que el pol:encial 

i-U t1rico -fué de -0 .. 224 1'1Pa .. valor que se usó COiTiC' re+=et-enc1a 

De estos resultados se in~irió que la incubación de 

pl~ntulas en soluciones de concentrac1ones mayores ae 1(JÜ mM 

las 

(t.l.J = 
w 

-U.2.2..:+ l"'IF'E,} oe solutos monoión1cos genet-at·an es"T.:rés de dé-f1c1t: .. :1~ 

aqua. 
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FIG. 14.- ACUMULACION DE BETACIANINAS EN PLANTULAS 
DE Amaranthus hypachondriacus DE TRES DIAS DE EDAD 
DESPROVISTAS DE RAIZ, SUMERGIDAS EN AMORTIGUADOR 
TRIS-TIROSINA. A las plántulas se les dió un 
estimulo de 5 horas de luz y después se incubaron 
bajo oscuridad por los tiempos sel'íalados. Cada punto 
corresponde a tres determinaciones en un mismo 
experimento. 
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Las plántulas estresadas presentaron poco viqor, por lo que se 

decidió incubarlas en concer1trac1one5 cYec1e11tes de sacarosa coma 

ws1,1oi ita genet-adot- de potencial.e::: h1 dr1cos ba3os que pt-or.:iucen esi:t-és .. 

e~ecto ~e sacarosa ~obre el 

sistema~ se detet-minó la acumul~c1ón oe betac1aninas como f-unción de 

.ta concent.re.cion d9 sacarosa <F1g. 15J. ta má,.:1ma acumulación se 

observó a una concentración de sacaros.=:\ de 200 mrt. (111 -= -0.449 .... 
i'IPai. A concentt·ac1ones m.3.s bajas la respuesta -Fué errática, y a 

conceni:t-acion2s méls elevadas se 1nhibi6 la respuesta. 

Entn: 75 v 200 mM de sacat-osa~ se observó una 1·espuesta 

lineal, propo1·cional a la c:onc.entr.ac:ión de sacarosa. En -Función de 

la rev1s1ón de literatura esta respuesta puede resultar 

siguientes -Factot-es: 

de los 

1.- Acumulac:iOn ae metabolitos secundarios, en este caso 

oetac iani nas, por un al to apot·te energético (Get·shenzon, 1984) 

:;::. - E-fec:to osmoprotec:tor de la sacat·osa (f<oster y Leopold, 

el c:ual permittrla un ~stado ~1s1ológ1co óptimo. 

3 .. - Acumul~ción de met~bol1tos por el estrés de dé~1cit 

generado por el po-cencial osmr~tico en la solución. 

1988), 

de agua 

~ara esclarecer ~l e~ec~o de Ja sacarosa en la acumulación 

de be-i:a1::i3.n1nas se realizó el estudio pt·esentado en el esquema de 

l?. -t=ig 10. 

' :;.3.3.- f:::.§_r_tici..pac1on delª ?-ª-c;ª":__g.~~ ~Q_mo ~9lutg m.9d~_f}._s;...~_@J::. 9e!. 
' L._'11:-9Qi;_1 al_ r:rsmot ico. 

17 muesi:ra el potencial osrrót1co alcanzado en 

+unc1ón de !a concen~rac1ón de sacarosa en el medio~ Se o,..-esentó 

una respuest2 lineal y praoorc1~nal has·ta una concentración de 400 

mM de sacarosa .. 
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FIG. 15.- EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 
SACt-\ROSA El~ LA ACUMULACION DE BETACIANINAS EN 
PLANTULAS DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES 
DIAS DE EDAD DESPROVISTAS DE RAIZ. Las plántulas ya 
desprovistas de raiz +ueron estimuladas por 5 horas 
bajo luz y después se incubaron en amortiguador 
tris-tirosina pH 8.2 y di+erentes concentraciones 
de sacarosa. Cada punto corresponde a 4 
experimentos independientes con tres repeticiones. 
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EFECTO DE SACAROSA 

i·············:·····························································1 

PARTICIPACION DEL 

POTENCIAL OSMOTICO 

ESTUDIAR: 

RESPUESTA A 

ClJi\lCEN TRAC I ONE::i 

BAJAS Y ALfAS DE 

SHCARfJSA CONJUNTAMENTE 

CON MANITOL Y PEG 

DETERMINACIONES A REALIZAR: 

l 
CUANTIF !CAR 

Al BETACIANINAS 

B> AJUSTE OSMOTICO 

C) CAMBIO EN PESOS 

Ffi'ESCO Y SECO 

Fig. 16 Esquema p2r3 determi~ar el 

acumulaciór1 de betacianinas. 

PARTICIPACIDN 

COMOFOTOSINTATO 

.¡} 

RESPUESTA EN 

PRESEl\jCJA DE 

OIFEfi:ENTES 

AZUCARES 

(glucosa, 

-F...-uctosa> 

l 
CUANTIFICAR 

a> CARBOHIDRATOS Y 
b) BETACIANINAS 

papel de sacarosa en la 

~l oeterni1nar ~l e~ec~o de sacarosa sobre el peso seco y el 

peso ~resco y longitud de las plántulas (Fi~. 18), 52 encontró que 

lineal en 

peso -fresco y seco; entre 100 y 200 mf"'J de sacarosa se observo un 

aumento ~ólo en el peso seco .. Concentt~aciones mayot-es de '.200 mM 

cau~aron una disn1inución en el ct·ecimiento. La longitud de 

plánLulas mostraran un compor't.am1ento semeJante al 

+resco. 

del 

las 

PE?SO 

[1eb1do a qr_!~ el potenc1al os1TY..)t1co i11ic1aJ. en las plántulas 

-fué oe -!). :,;::24 1"1f"a se considera que de 20 a l(HJ mM de S2\Caro=:a no 

se prDdUJO esi.:t·és de D2'+:1c1t de agu.a y los pesos seco y -fresco 

aumentaron linealmente con el incremento en sacarosa en el medio 

de i ncuoac ion, concen~rac1ones mayores 2~arentemente ger1eraron 
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FIG. 17.- AJUSTE DE POTENCIAL OSMOTICO EN PLANTULAS 
DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD 
DESPROVISTAS DE RAIZ DESPUES DE 5 HORAS DE 
ESTIMULO LUMINOSO. Estas -fueron puestas en a 
di-Ferentes concentraciones de sacarosa. Cada punto 
corresponde a el promedio de tres determinaciones 
con dos repeticiones cada una. 
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FIG. 18.- EFECTO DE SACAROSA SOBRE PESO SECO, PESO 
FRESCO Y LONGITUD EN PLAl\ITULAS DE Amaranthus 
hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD DESPROVISTAS 
DE RAIZ OESPUES DE 5 HORAS DE ESTIMULO LUMINOSO. 
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esi:.rés para las pÜ>.nl:úlas, nuestc• que no hLtbo incremento en e! 

peso +:resco. Sin emba·rgo "' éo;tas_ r:oncentracfones (de 1(•0 a 200 mM· 

de r: óhi:.l nÍJ6 aúmen1:o de peso seco, 
,.. -· . 

probablemente- como -resuÚad~ -de - lB ar::ufTlu l ac 16 n de qsmol i tos. 

respLte~~l', de'iilalplá ntLll as ·-en los di-ferentes· parámetros 

determin~do~·-<betaé:i.a'hrnas~ pesoa' -Fresco y seco y longitLtd!, tuvo 

un rango ci~X~o.tenc;'~alo.;m6tíco'en el medio (de -o. l.92 a -o,,~ .. o,¡ 

MPa)·~;, el ¿~tal s~: presenta pos1tiv¡¡1_. 
. ' . ' 

- -Par_a-'di-f~renc iat- l 1~s -f,H::Otores r.t•.te pudiesen participar en 

la re~püe.S~~-. e'rí sus concentt-ac i enes ópt 1 m~s de sacat-osa l 7'5 250 

-!f!M)·, ;S,E?_ .. (eal:Lz~rOí1 los siguientes e~:perimentos t::G'l PEl5 y man1t:ol~ 

conju11tamente-con 1~os concentracionPs d2 s~carosa~ 20 mM con el ~ln 

de proporcionar su-ficientes caroohidratos para que se sLtpere 

parciamente el bajo vigor de las pl~ntulas y lUO mM en el caso de 

que la cr.Jnr:en1.:1·aci6n dP. 20 <r!l"I no fuera su-ficiente pat-a superar el 

cié~icit energetico. 

5.3.3.1.- Respues~a a 1:oncentrac1ones baJas de sac~rosa. 

La acL1mutac1ón o~ betac1an1nas en presencia de 20 mM d~ 

sac.;.~-i"Jsa, tuvo un p 1 •• ~nt:o m.i~~imo a 0~.~~5 ., de PEt:i \Fig. ).9), io cual 

corresponde a un potenc13l ~arico de -0.24 MPa. La acumulac1on de 

netac1aninas fué sólo de ur. 10;t. t-especto al contt-ol. 

F'aTa est:as cond1c1ones se detet·miró también el potencial 

tJSÍÍ"".::otico ~Fig. 20). r~s1~itanno de ú.tJ5 11Pa el c:3.mbia oe 

potenciales entre las condiciones control y las de es tres 

osrrót1co. 

H r:on'.""'.entt·aciones baj=is ele sacctt""osa ct=ig. 19) :io se pt·eseritó 

3cumulacian de oetacianinds a ~1nquna concen~ración manitol por 

lo cual se consid9ro que no nay ~espues~:3. oaJa n1nuun agente que 

~stas cond1c1on~s. ~n PEG~ e~ ~nima, llegando a ser de - 1J.6l MPa 

i::n una so1uc1ón de potenc1a.1 osmCJt1co de - 0.91 Mpa~ en el medio. 
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FIG. 19.- ACUMULACIDN DE BETACIANINAS EN PLANTULAS 
DE Amaranthus hypochondriar.us DE TRES DIAS DE EDAD, 
DESPROVISTAS DE RAIZ, DESPUES DE 5 HORAS DE 
ESTIMULO LUMINOSO Y BAJO EFECTO DE AGENTES 
ESTRESANTES PEG ( •• + •• ) Y MANITDL <-X-) A 
CONCENTRACIONES MINIMAS DE SACAROSA (20 mM>. La 
concentración de PEG se ajustó a una concentración 
(Y.) tal que genera un potencial osmótico seffalado. 
Cada punto corresponde a tres experimentos 
independientes con tres repeticiones. 
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FIG. 20.- AJUSTE DE POTENCIAL OSMOTICO EN PLANTULAS 
DE Amaranthus hypachandr1acus DE TRES DIAS DE EDAD 
DESPROVISTAS DE RAIZ DESPUES DE 5 HORAS DE ESTIMULO 
LUMINOSO. Estas ~ueran puestas en presencia de 
sacarosa 20 mMolar y di~erentes concentraciones de 
PEG las cuales proporcionan el potencial sei'ialado. 
Cada punta corresponde a el promedia de tres 
determinaciones can das repeticiones cada uno. 
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mientras que en prese~cia cie sscarosa sola IFig. 171 el potencial 

osm5tico baja a - 1.2 MPa bajo las mismas condiciones de estr_és 

<-O .. 91 l'"lpa). 

Respe¿to a la hipó~~sis pJante3da estos resu1taaos pudiesen 

JmoJicar \a r1~ce~~dad·d~ •.l11 aporte i:arbon~do a1·to para QlJe la 

~cumulacJOn ne ~e~a,:1ari1n~s se !!eve ~cabo. 

5,::;.~ •• 2.- Respuesta· a concentraciones altas de sacarosa 

Cuándo tas r.1J.intÚlas se sometieron a un e:-:ceso de sat:arosa 

<Fig. 21) el punto máximo de acumulac1ón de betacianinas se 

encontró .a:: un potencial c:>srrótico más elevado entr·e, '-'· 5 y O. 75 % 

de F'EG el - CL!aT c_orrespónde a un potenc:iai osrrótico de (1.449 Mpa. 

La pr:esencia de una ·t:oni::entración de 100 mi"! de sacat·::isa en el 

medio y manitol IFig 211; se produjo una 

ac:umula.c1ón de betacia.ninas casi nul-3.. 

respuesta positiva de 

En la Fig. 21 ot1servamos que 1 a acumu 1 ación má. :-: i ma de 

betac1an1nas se dio a una concentración de t(1ú m11 del agente 

asrrPtico sumado a la sacat-osa 100 mM; o sea,. a una concentt-ación de 

2üu mí"! de osmo i i tos total es en el medio lo cual 

coi1iC:~ r.i&i con t.;;; 1·-f:c>Spues"'.:a en preser-,r.:1a de sacE-irosa sola 

.l~). E•1 est9 c~so el agente osmot1co produJo una t·espuesta positiva 

de .;;.u/. m.3.s oe e;cumulación de oetacianinas, aunque ~.?sta -Fué m1 nirna 

compat·ada con la respuesta dada en de sacar-osa 

únicamente. lEi CUrtl llegó :3. L'.n l(H) f. de incr~men~O (r1g l!:i). 

El potencial osm:5tico en el cual se da la respuesta ffiá;.~ima es 

ae -0.449 MPa que equivale a una concentración de 200 mM de un 

osmol1to monoiónico, en este caso dada por 100 mM del 

(-(1.224 MPaJ y otr-o tanto de PEG. De estos resultados podemos 

corroborar que alrededor de -t~).449 MPa se encontró el 

óptimo de respuesta a éstres. La deterin1nac:ó~ oe peso secG 

punto 

<Fig. 

18) en diferentes concen~r-aciones d2 sacarosa 5ola apoya ésta 

h1p0te-=·ts ·./a CiUe i:.a.mo1e!'""l l-3 respuesta IT\3.~·:ima de acumulación de 

osma.i. .:.tos se encon-i::n:. en este potenr:i~l osrrót1co o concentración 

de sac:ar--osa. 
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FIG 21- - ACUl"IULACIDN DE BETACIANINAS EN PLANTULAS 
DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD 
DESPROVISTAS DE RAIZ DESPUES DE 5 HORAS DE 
ESTIMULO LUMINOSO, BAJO AGENTES ESTRESANTES PEG 
( •• + •• ) Y MANITOL <-X-l A CONCENTRACION DE 100 mM 
DE SACAROSA. La cantidad de PEG se ajustó bajo 
los criterios de la grá~ica anterior. Cada punto 
equivale a dos e>:perimentos independientes con tres 
repeticiones. 

57 



En presencia. de ma·nitol y sac:arosa 100 mM como concem:ración 
. "" , .. 

de azúcar basal CFig.- 2.t•) ,: la 'respL'.esta que se ootL1vo .:fué: meno1-

que .ta obtenid_a con PEG;; ~l m~nitol es una molécula soli.it:ii.e- qL1e 

puede- penetrar a ·1a. planta y; tener un efecto de inter.fe,-'~ril::l.a .con 

la si ntesis di'> betac_ian1nas va qUe este p•.1ede participar en el 

metabolismo de las ~lántulas <Slavik, 19771. 

Esta respuesta, en presencia de manitol y saca1-osa 1•)0 

mM, <:uvo un pLinto má.>:imo de acLtmulaci6ri de betacianínas a 

potenciales osrÍté><l:l.cos mas altos de - 0-.22 MPa, el cual corr<="Ponde 

d •.i.na solución de 75-iü(J mf"i de un 0Smol1to con grado de 

disociación de uno, lo cual queda en .el- rango de ootencial oe agua 

donde 5e da la respuesi:a óptima de _ac:umLtl ación de betac ian1 nas en 

pi-esencia de F-"EG y sacarosa 1<)0 mM. 

Ei ajuste osrrót 1co puede ser- r::itro Jnd1cador oe la 

~esp1Jesta oostt~va al estrés~ por lo qLte se determinaron los 

ocitenciaies osméiticos que se aJcan:;:an en pi--ese11c12. de P!::.•_; y 

sacarosa 100 mM (F19. 22>. Se observó que alrrededor del punto 

m.3.}!1mo oe acumulacion \-O. 39 - -O .. 48 Mr:·a> se aió t.ambien ei ajuste. 

osrrór:1co m~yor como resputesta Bl pctenci2d osmótico 091 mea10.. Se 

positiva m~s a ~avor· de que 

al rt-ededor de -O. 44 MF'a 3e dió la r-espuesta ma >~ ima de a.cu.rnulac ión 

de betac1an1nas a potenci::i.les osm:Sti·=os bajos <generadores de 

esi:rés dF? cé+:1c1t de aqua.; en este modelo. 

5.5.3.3.- Respuesta a potenciales osmóticos constantes. 

h'.E SPUESl H A CXONCE.NTRACI CINES 0E SHt:p;;·osA y f-'EG AJUS íADOS A UN 

C:.n 1~ tFiq ... 2:.::::i se ob-=:7.:"Vó un :=i.umento lineai. en el conten1clo 

~e oetacianinas t-especto a la concentración de sacarosa hasta 12(1 

mi1~ concentraciones mas altr.i.s presentaron la misma acumulación. 
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FIG. 22.- AJUSTE DE POTENCIAL OSMOTICO EN PLANTULAS 
DE Amaranthus hipochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD 
DESPROVISTAS DE RAIZ DESPUES DE 5 HORAS SE ESTIMULO 
LUMINOSO, EN PRESENCIA DE SACAROSA 100 mM Y 
CONCENTRACIONES VARIABLES DE PEG HASTA ALCANZAR EL 
POTENCIAL OSMOTICO SENALADO- Cada punto equivale a 
dos experimentos independientes con dos 
repeticiones-
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FIG. 23.- RESPUESTA DE ACUMULACION DE BETACIANINAS 
A '1'"

2
o CON PEG-SACAROSA (+) O MANITOL-SACAROSA 

<.X.>, EN PLANTULAS DE Amaranthus hypochondriacus 
DE TRES DIAS DE EDAD DESPROVISTAS DE RAIZ, DESPUES 
DE 5 HORAS OE ESTIMULO LUMINOSO LAS PLANTULAS SE 
INCUBARON EN EL MEDIO HASTA COMPLETAR LAS 24 h. La 
concentración de sacarosa en el sistema está 
completada a un potencial osmótico de 0.449 Mpa con 
PEG (lo cual corresponde a una concentración de 200 
mM>. Cada punto equivale a tres expet-imentos 
independientes con tres repeticiones 
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t::FECTIJ DE l'IANI.TOL Y SACAROSA A PO fENCIAL OSMóTICO CONSTAN fE~ 

Enjlt"esenc1a' de maninil se ·aoservó ·que· ra respuesta de 

acumui5ción .. 9e be_-cac1an.~n~s TU•? J1nea.L respecto a la concentracic•n 

de sacarosa. ~+:iq. 2::.~, aunqtte _en 5U maqnitud -fué mur.ha m3.s baJe< 

de que en' los casos 0.(114 n1•101es 

betac1F.tnin·a/n·1poc::at1.Jo. como concent:rar:i.ón m.i>:1ma de acumu1'3ct·!in 

para est,e caso. La re:pt~iesta ae ajuste de potencial i::ism-.)t:1co (-fig. 

24) presen+.o ~ar~cteristicas s1m1iares a la r-espttesta de 

fil utilizar manito! como agent~ generador de estrés y ajustar 

a un m1smD cir:itencial h1 dt-ico. no -se presentó respuesta en -Función 

del potencial hidr1co va que tas concentraciones obtenidas de 

betac1an1nas ~ueron mtt'/ DaJas (f).t.H)6 <). 014 nMoles/hipocot1lol 

comparadas con las obtenidas con sacarosa-PEG (0.018 0 .. 022 

nM'1.! ~s de 0et2ci 3111naslhipor.r:rt 1 Ja. Fig 2-3>. La ,.-~spu.est.::i: se 

pr-esentó lj.neal en -Función efe la concentración de sacarosa pero 

deri 1 aei '3 t ~~ sacaros~ ante 

• 1'1'88) oat·a nT.ras 

1..os t"e<::;:1.1t·rar1os ooteri1dos efl l3s p1J:tntulas de amaran-to de tt-es 

e1·1 cu l t 1 vas de r:é 1 u .l Ms en suspens 16 n de F'hyto 1 acca 

Sakuta encont1-ó que a CDni:-:e:d:t·ac1anes crecientes de 

·~.;;:..c-3.t"OSa y aJust¿;das -?. un m1~mo potC=?nc12l osrriót1co (--u.7 rlF"a¡ con 

man1~01, la respuesta es lineal respecto a la concentración de 

sacaro~a. hasta una concentra~1ón de 88 mM. Auno u e los modelos 

11t;..liz¿1:e1os sean tan di-ferentes ambos tienen un punto m3.!·~imo de 

r~spuest3 tctnto en concentración /TÚ nima de sacat·osa como en 

poc:encial hldrico 
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FIG. 24.- AJUSTE OSMOTICO A ~H2o CONSTANTE <-0.449 

MPa AJUSTADO CON PEG (-+-) O MANITOL <-X-> A 
CONCENTRACIOl\IES VARIABLES DE SACAROSA> EN PLANTULAS 
DE Amaranthus hipochondriacLts DE TRES DIAS DE EDAD 
DESPROVISTAS DE RAIZ, DESPUES DE 5 HORAS DE 
ESTIMULO LUMINOSO E INCUBADAS POSTERIORMENTE POR 24 
h. Cada punto corresponde a un experimento con dos 
repeticiones. 
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5.3.4.-PARTICIPACION DE LA SACAROSA COMO APORTADüR DE 
FOTOSINTATOS EN LA ACUMULACION DE BETACIANINAS • 

Si se comparara la magnitud del incremento de acumulación de 

b~tacianinas en plántulas de Am.ar2.nt~1us hypochi:::-ndr1acus de tres 

dia5 de edad sin ra.1 z, en presencia de sacarosa, 

obtuvo a ese mismo potencial ~drico en presencia 

PEG, la dlc=et·encia de respuesta -FL1é de un 40 

incremento. La sacarosa pues tiene un papel 

con la que 

de sacarosa 

a un 100/. 

adicional al 

se 

y 

oe 

de 

;:Je proporc i.onat~ 

pt·oporcionar 

úf<azaki et 

Spyropoulos.1 

lln potJ?nc1al 0smótico~ 

un considerable aporte 

al, 1987, Osuna. 1987_, 

1982 y Margan 19841. 

como puede 

energético 

Schwab y 

A ·fin de 

ser el 

<Acket·son.1"'81, 

Ga-f-f, 148·~~ 

com~Jrobat· esta 

pos1bi. l1dad, se dei::ermiró la concentrac1-ón de azúcares alcanzada 

en !~ olántula en presencia 

sacarosa en el meo10 (F1g. 251 

ne di~erentes concentraciones de 

La can~1dad oe sacarosa calculada por gramo de tejido ~resco 

en las plántulas incubadas en condiciones de sacarosa baJa 120 

mM>, +:ué de 6 ug y disminuyó liger-amente c 1_1ando estas se incube\t-on 

a concentraciones mas altas ae sacarosa <+ig. 25). Esto descart~ 

la pos101lidad de que ~uera la presencia de sacarosa interna (en 

la plántulei.)~ Jo n1Je provrJcó el aumenta de bet2.c i an1 nas. De l.?.S 

posibil1daaes presentadas ~ambién se descartó que se presentara un 

e+ec~o 0smopYotector en ~ste caso. 

La respuesta cJe ~cumulac1ón r1e c~r~oh1dratos 

d1r·oectos T-t..te rroporc1onal a la concentt-ación de sacarosa en el 

media, al igual que cat·oonidratos totales i-tOig 2'1-1, lo cual ind.i.có 

c1ue a medida que la respuesi:.:i. ce acumulación de betacianinas -fué 

posLtzva e~ist]ó una rnayc.r dispon1bil.1daci 

r~activos~ que cuoieron set· glucosa y +ructosa. 

cuandi::i en"Cn:i 1~ sacarosa a .los tejidos de la 

de -rotosíntatos 

Esto sugiere 

plántula se 

que 

pudo 

hidrolizar en sus componentes, glucosa y ~ructosa. 

Se oetermiró tamb1én 1a concentración de azúcares solubles 

totales en respues~e: a estrés de Cé-ficit de agua oajo potencic:i,l 

osr11ótico cor.stan1:e en presencia de PEG o man1~ol a3ustados a 

-1).449 í"1F-'a. i'+-:'"'.:! .• 26J. Se observó que los rangos de acumLt 1 ación 
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FIG. 25.- ACUMULACION DE CARBOHIDRA10S EN LA 
PLANTULA EN PRESENCIA DIFERENTES CONCENTFi:ACIONES DE 
SACAROSA EN EL MEDIO DE INCUBACION, EN PLANTULAS DE 
Amaranthus hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD 
DESPROVISTAS DE RAIZ DESPUES DE 5 HORAS DE 
ESTIMULO LUMINOSO. Las plántulas sin raíz -Fueron 
incubadas bajo direrentes concentraciones de 
sacarosa después de un estimulo de 5 horas de luz y 
las determinaciones realizadas -Fueron carbonidratos 
reductores totales <x>, reductores directos <•> y 
su di-Ferencia se asume como sacarosa (+). Cada 
punto corresponde a un e>:perimento con tres 
repeticiones. 
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FIG. 26.- ACUMULACION DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES 
TOTALES A !pff

2
o CONSTANTE AJUSTADO CON PEG-SACAROSA 

(-+-) O MANITOL-SACAROSA (-X->, EN PLAll!TULAS DE 
AmaranthLIS hipochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD 
DESPROVISTAS DE RAIZ, DESPUES DE 5 HORAS DE 
ESTIMULO LUMINOSO INCUBADAS POSTERIORMENTE 24 h EN 
OSCURIDAD. Cada punto corresponde a un experimento 
con dos repeticiones. 
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~N1ma de azúcares solubles iF1g 26>, son paralelos a la 

acumulación de betácianj.nas <+ig 23) en condiciones si~i·i~res. . . 

Esto presenta una evidencia pos1tiva de que la dis~onib1~idad de 

c'.'roohidratos, contribuyó a que se presentara una acumulación 

m."ayar de betacianinas. 

La acumulación de carbohi<:iratos solubles 

propm-cional al potencial osmótico alcanzado C-fiq 

(-fig 

24). 

26l -fué 

Debido a 

este paralelismo podemos pensar que la acurnL1lación de carbohidratos 

es una de las respuestas posibles en el ajuste osmótico en 

Amarantnus h1pochondriacus como respuesta a estrés de clé-ficit de 

agua~ como suceoe-en otras especies vegetales <Morgan, 1984>. 

DETEM1INACIUJ\i üE l:lEYAClAi\liNAci EN F'><:E:3!:::NGIA L•t:: GLUCOSA Y FRUCTOSA 

.3e deterrn1 ró la acumulación de betac ian1 nas como -función de 

concentraciones cr·eciem:es de glucosa y de -frL1ctosa pensando que 

estos azocares p•Jeden también proporcionar ei 

para La si n1=.esis de bet.ac1aninas. Se encontró 

carbono necesario 

que la respuesta 

CF1g. 27J no se presen~a ni con el mismo patrón~ n1 en 

magnitud que can sacarosa <F1g. 15J. 

la misma 

La acumulac1on de betac1anin~s en presencia de ~ructasa ~ué 

nula y esto correspondió a las medidas de crec1m1ento en pesa ~resca 

y peso seco en aande tampoco hubo re~puesta <Fig 28>. ~s~a ~alta de 

cr~c1rn1ento puede ser la causa de que no se presentara una respuesta 

nos:i.t.:;v~-

La t-espuesta con glucosa -Fué pos1i:.1va y 

m~1 ·~ig. 27), probablemente porque en este caso este azúcar si 

pueoe dar un aporte energéi:.ico a ias p.Lántu las, lo que se tt-adLtJD 

en crec1m1ento~ medido como peso ~resco C+1q. 2~>. 

110DcLO UE Lf-l Pl-!RTJC!PACHJN DE ESTRES DE OEFICIT DE AGUA Y 

CARBOHIDRATOS EN LA ACUMULAClON DE BETACIANlNAS. 

La ~espuesta en los di~erentes modelos es~udiados pudo 

'ª d1sponib1lidaci ne los carboh1ora~o~ 
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FIG. 27.- RESPUESTA EN LA 
BETACIANINAS EN Pl<:ESENCIA DE 
FRUCTOSA (+J EN PLANTULAS 
hypochondriacus DE TRES DlAS DE 
DE RAIZ DESPUES DE 5 HORAS DE 

ACUMULACION DE 
GLUCOSA <*> O 

DE Amaranthus 
EDAD DESPROVISTAS 

ESTIMULO LUMINOSO. 
Las plántulas ~ueron incubadas en oscuridad por 24 
horas en presencia de los azúcares se~alados Cada 
punto corresponde a 3 experimentos independientes 
con tres repeticiones. 
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incubaron con los azúcares señalados. Cada punto 
corresponde a dos experimentos independientes con 
tres repeticiones cada uno. 
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causado.s por el estrés (Jones 1981). En plántLllas completas, la 

rai z puede promover pot· medio de esti mulos hot-monal es la 

movilización de reservas CH? los cotiledones. En plántulas sin raiz 

c~ue han recibido el 11 est1mula'' de cinco horas de luz~ éste pudo 

proporcionat· una cantidad b.3.stca de carbonidt"atos para la 

biosl nt:esís oe met:abol i tos secLlndarios. En p lárrtulas· incubádas en 

Lln medio con sacat"osa, este azúcar proporciona la potencialidád para 

la si ntesis de betacianinas como sucede, ·pari;\: otros metaboU.tos 

secundat"ios IDiscomo y Tnwers, 1984)~ 

Relacionando estas caracterrstj:ca~'. en ·:·plántulas 

enrnnt rado .en ernp ! antes <Fig 7); e;fii~~ :i'~ 'posibilidad de 

con lo 

que en 

ési:e caso las respuestas .f'uet·or{ ··;,;'~citadas· por potasio y/o 

carbohidratos. i1nrgan (1984) índ.ic'~, q'ue'. "estos compuestos pueden 

movii1zarse o cambiar sus acumulándose como - ' - ... 

osmorequl adores en estrés •. Otra .. ev~'~E!Qª {a' qlle apoya esta hipótesis 

es que la presencia de potasio .. V .. potenciales osmóticos altos 

provoca un aumento en la acumulación de betacianinas 

sin raiz de Amaranthus caudatus {Ell1ot 1979 a y bl. 

en plántulas 

Debido a la int=luencia de estos para.metros sobt·e la 

~cumu!2c1on de o~~~c1n1nas se propuso el 

compori:am1enta: 

siguiente modelo de 

ESTRES DE DEFICIT DE AGUA: 

HUMENTO EN LA DISPONIBILlDAU 

DE CARBOHIDRAILlS 

LUZ 

----------------~ 

o9 

.¡. 

AUMENTO EN LA ACIJMULACION 

DE BETACIANINAS 



5. 4. - CINETICA DE ACUMULACION DE BETACIANINAS EN CONDICIONES DE 

RESPUESTA OPTIMAS 

Como último objetivo se propuso conocer la cinética de 

acumulación de betacininas en estrés osl!Ptico por lo qLte se 

oroced10 a estuoiar su acumulación y cuanti~icar la actividad de 

la snzima decolorasa a lo largo del tiempo. y conocer si es la v1a 

degradat1va o la ruta biostn-tética la que está regula.nao la 

aCLtmulación ae betac1an1.nas· observada. 

5. 4. 1. ~_yp_Qj; i +-i.c2 .. 9.Qo. ~~g h~.tª~11nos §D. ±!d.m;.1.9-.IJ .9.~l t..!_§fflQ.Q Qg 

_i ncuQ-ª.f: i Ón.~ .. 
Como !o muestra la ~1gura 29, la concentración de betacianinas 

se incrementó l 1nealmente durante el periodo e>•perimental a las 

~t·es concentraciones de sacarosa probadas. La concentración a la 

oue se lJ.ega en las condiciones antes mencionadas~ 

a dos ~erómenos, un aumento de la biosi ntesisll 

d1s1ninución de la degradación. 

pudo deberse 

o bien una 

, ·' 'ª RD.LL~-!t~ !1.'7~~Ll_l__g[a~ª §.!.1 J_~ :!r~1º1mUl§~_c 1 . .QD. 9.§ 

getar;_l__a_.l!..lL!ªá 

EJl10~ tl~84; t·eall.Zó un es1_,Jdio sobre la enzima oecolorasa 

oe las oetaci~n~nas y encontró que tiene Ltn pH óptimo de 3.4. Con 

Fsi:.e méc.ooo se tr-abaJó obten:iéndose una cinét1ca de reacción que 

present2 inh1a1c1ón en un periodo corto de tiempo 1 legando a 

inact1varse totalmente <Fig 30J. Elliot no reporta este ~1po de 

¡~nioic1ón sin embar·go mencior1a que depend¡endo de la concentración 

de pt·oteí na que se ponga en el ens~yo ~1ene Lln periodo de 

retardamiento para que se presente su actividad, de lo cual se 

supone que esta enzima .. ó complejo de enzimas .. tiene una cinética 

no M!ch2eliana cuyas variantes se presentan de acuerdo a las 

condiciones de ~xtracción y en el sistema que se estudie. 

Para poder t-ea l izar nuestro es tu di o se decidió tomat· la 

pena.tente de los primeros :.::.t.1 secJUndos de actividad enzimática 

como la act1vtd~a de la enzima en las conc1c1ones del ensayo. Para 

es·c:3!Jtecer· 1as cc1rrcentr.:::i.c101,es. necesar·12s oe sust:.rato ~~ oei:etrmir,.~ 

]1) 
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FIG. 29.- CINETICA DE ACUMULACION DE BETACIANINAS 
EN SOLUCIONES DE SACAROSA: (. X. l 400 mM; ( _.._ > 20 
mM; (.+.) 200 mM. El tiempo considerado es desde 
que las plántulas se comenzaron a cortar dándoseles 
5 horas de incubación bajo luz y el resto bajo 
oscuridad. Cada punto representa dos 
determinaciones independientes con tres 
repeticiones. 
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CFig. 311, donde a 7 nMoles de betacianina el sistema se ericontró 

saturado por lo que se uti 11 zaron !5. nMoles de sustrat·o ._por ensayo 

<0L1e corr.esponden a 1.6 densidades ópticP..s de absorbencia), 

aseg•Jrar que· el sistema estuviese s'aturado de sustrato. 

para 

Se determi.no la ·actividad especi i'i.ca de la enzima decolorasa 

IFig 31) ~ las 15 y 24 hrs de incubación de las plántulas en la 

di+er.erltes ct.1ncE."?nt·racionE:s de sacarosa ya·que en estos tiempos se 

presentó dif:e1·erite. es.t=<clo de cinética de acumLtlación <-Fig 29i. 

-- -

. -. ._:. ~ ,,. - . : : . ' :· . 
Se ob~er'Vó-~.;.qLf°e" icis .'.éambios presentados con aitas y líaJ~s 

r:;on(:eoft--~-~,·i¿:j_(j~-~ª~:~e~/\;a~arosa, 110 +t)er-on s1gn1-ficat1vos, de lo cual 

pudo ín-Fer:~i~~~:f:i\i~:~~-s fa r~rt:a biosini:ética 1a que podr-ia t-egulat- la 

betacianinas oresentaoa en las dit=erentes 

condiciones estudiadas 

De la respuesta observaaa en 2mbos modelos (e~:plantes v 

plántulas), se pudo concluit· que el potencial osmótico bajo, como 

agente pt-oductor de estr·és de dé-fic1t de aqua., +ue lo que pt·od1...~Jo 

una mayot- acumu.:. ación cuya intensidad varió 

dependienoci dei agen"te osmótico y concentt-ac1ones de azúcares 

ut1liz~das. ~~~o 6porta un~ ev1dencia a ~avor de la hipótesis 

ni.anteada .. 

t:.si::=t mayor acumulac1ón ds:- oei:.ac1an1.nas no solo fué +unción 

r.tel poLencial osrrótico sino también -Fué in~luenc1aaa por la 

o~-esencia de luz., la naturaleza de este renómeno queda 

res~Jlverse. La luz puede provocar un aumento en la acumulación de 

caroohidr3tos o puede estimuiar a ro~oreceptores a alta 1ntens1dad 

.luminosa. Por los resultados obtenidos en el modelo de p iá ntul as 

queda probado que la ~t-esenc1a de cantidades altas de fotosintatos 

(101) 1n1·f de SRC~ros8j c31J~aron como r8spuesta una mayor acumulación 

de oetac1an!n-3s después de un pet-1odo de est1 mulo lumi noso.i que 

pudo p~ovoc~r ~.tna acumu1ación mayor de azúcares ~a +otosintes1s. 

Serla n~cesario probar· el papel de es~e estimulo en la respuesta. 
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FIG. 31.- CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA 
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Ver materiales y métodos • 

74 



. -· .· ... ··i ... 
Í 

,,__,..,··/" 
.. · ···- ,/ .--/' ! 

·········-:··························-··- ·:::::~·····-······-·k 
...... -··~······ -·-·--------- .. ,.,.. .l 

5.+-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

o 5 10 15 20 25 
TIEMPO (h) 
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í.as ('1)nc~nrt-.=i:c1on~s rueron (-_.., __ , 300 mM: l .. + .. J 

lt:HJ mM; 1_;:_1 20 mM. 
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En p \á ntulas de .tt'es. ctt as de edad desproviatás : .de. ral z, 

mod~lo ~le9-~-~8".-pa·ra Conti~ua( c:~·n nltestros cibjetivOs~·-·105 :}1i.veles 

e.ic::.n;,ados'a .las ·24 · h ··depeno,,;n del potencial .osnÓtléa.·· de la 

soluci6ri; ciel agente pt·odUctot· .de e_st:i·és (pE(.; o manitbli~ y de la 

(20. 100 mM o 

r:oncP-ni:rar.i.ones ·1a.t-1.Hl'lles de sacaros~> ... .Oe las Conc1ustones de 

este obJet1vo" ev¿;1_}1.tat- la respuesto3 haJo diTerentes potenciales 

i:Jsirr.:.i:i.cos v cr:;nce1·1·1:r~c1nnes ae c¿lrboh:tdrat.os. se pruaba que 

P-fect1vameni:e e-l poi:enc13! osrrr.:it1co y el aporte carbonado tienen 

1nflLtenc\-=-.·-enhre la acumular.::ion -Me bet:acian1as como se enuncia en 

Los e~p~~~m~h~ds fe~1t·z~d9~ ~para conocer· 

acumuJetc.ir;.n oe bet:ai::iar:nnas. prueban que esta 

la cint?t ica de 

-Fue fl~Ul:3.t1na. 

l nrlependtenteoiente del .. _n1vi?l_,,al _que se J 1eque, 

en que di·~· en e.l '!:f~fnpá"' ~~L~ __ debida a Ja 

y que la t-elac1ón 

en ia 

b10S1 nteSlS ya· que 'i-a actiV1dad--enz1m3.tic:a decOJot·.=1nte no C3mb1a 

signt+ic:at1va01ente en ~1 ~iempo durante el periodo estud1;,do 

El comport·~ad·.~nt:-6 ohset'"vada en ambns rni:Ja&?.1 ns apoy~. l :i. 

t11oótesis pfan~ead~~ 



CONCLUSIONES 

l. - En e>:pl antes se presentó ür:ia acümuf:ac ión,.de __ betac iani nas por 

estrés 'de. c:lé!.fiC:.it.¡je agu2'., la'-CLtal !;e \Íi6 ;Favorecida por la luz. 

2. - En plántulas de tres di as de edad,. con un estimulo luminoso de 

5 horas, tainbién se oreseni:o mayor acumulaCión d,e ·betacianinas en 

condiciones de sequi a (po-i:enc:1ales o:rróticos bajos). 

En presencia de sacarosa, la cual p t·oporc: i ona 

'fotosint:a-i:os al sistema, las plantulas sin ral z ac:Ltmularon mas 

betacianinas bajo un potencial 

c:ondiciones de dé'ficit de agua). 

osmót1c:o de -0.449 MPa len 

En condic:iones s1mi1ares de po-i:encial osmótico producido por 

manitol o PEG juntamente c:on sacarosa, no se dió el mismo aumento 

que con sacarosa sola de lo que se infiere que sacarosa presento 

un eTecto especial. 

$.- Con otros azúcares: glucosa y ~ructosa tampoco causaron ~a 

misma respuesta de acumulación de betacianinas que sacarosa sola, 

=i:ur1que sí la m1sm¿;¡ tendencia en el r:ambio de oeso -Fresco y seca. 

4.- La acumulación de oetacian1nas se dió gradual~ente con 

respecto ~¡ ~iempo de est~es. 

BaJo las conoiciones est~d12aas~ no t1ubo cambios en 

actividad de la enzima decolorasa, Jo que sugiere que es 

de bio::l ntesis la que regu.J.¿u-1 a la acumulación de betaci.aninas. 

5.- Por los resultados de estos experi~entos se encontró un modelo 

en el que se puede estudiar como in~luyen la 

~otosintatos y el 

amarantina. 

potencial osmótico en 

l Ll2 't la ~uente de 

la acumulación de 

6*- Los resultados de 

plantF?ada .. 

los e~~peYimentos apoyan la ~ipótesis 

7l 
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