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RESUMEN

En plantas de Amaranthus hipochondriacus se determind el
efecto de un tratamiento de sequia sobre la acumulacion de
amarantina, pigmento rojo de naturaleza glicosfidica perteneciente
a las betacianinas en 1las tres modeloas estudiados; explantes,
plantula y plantula sin ral z, se presentd una acumulacidn mayor de

betacianinas bajo condiciones de deficit de agua.

En los explantes, la magnitud de la acumulacidén de amarantina
fue dependiente de la presencia de luz continua y en plantulas se
requirid de un estimulo luminoso de 3 hr de exposicidna la luz,

para que la respuesta se presentara.

Dentro de 1los factores que afectan la acumulacién de
métabolitos secundarios se determind que la acumulacién de
betacianinas en el modelo de plantulas sin ral z varidé depéndiendo
de: 1) el tiempo de exposicidn luminosa al que se sometieron las
plantulas, 2) la concentracidn de tirosina en la solucién de
incubacidén de las plantulas, 3) la disponibilidad de sacarosa, 4)
la sustancia utilizada para provocar el estrés y 3) la fuerza de

éste.

Utilizando sacarosa comoc aportador de fotosintatos v
generador de un potencial osmdtico que causa estrés de déficit de
agua, se encontrd en plantulas un potencial osmético original de
-0.224 MPa, potenciales menores a este causan diferentes grados de
estrés de déficit de agua y la acumulacién de betacianinas en
estas condiciones fuw¢ mayor teniendo un punto maximo de
acumulacién en sacarasa 200 mM (~0.449 MPa). En presencia de
concentraciones variables de PEG y sacarosa 100 mM se presentéd un
aumenta ligero de betacianinas, teniendo como punto optimo el
mismo potencial osmdtico (—-0.449 MPa). Con sacarosa 20 mM vy
diferentes concentraciones de PEG en el media, no se presentd
respuesta, probablemente debido a que la concentracién de sacarosa

no fué suficiente patra estimular el sistemas con diferentes



concentraciones de manitol y en presencia de 20 mM o de 100 mM de
sacarosa tampoco se presentd la respuesta probablemente por que

manitol interfiere con el metabolismo.

Debido a la respuesta especial que se did en presencia
de sacarosa también se estudid la respuesta de acumulaciédn de
betacianinas en presencia de glucosa vy +fructosa resultando en
ambos casos negativa. De esto se concluyd que el efecto de

satcarosa es especi fico

En los estudios sobre la cinética de acumulacién de
betacianinas se observw que ¢sta se did 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 acumulacidn.



1.~ INTRODUCCION

La busqueda de condiciones $ptimas de biosintesis de algunos
metabolitos secundarios es una de las Areas de estudio de 1la
bioquimica entre otras razones por su importancia econdmica vy
utilidad practica. De la misma forma los factores que regulan la
produccisdn de los metabolitos secundarios es relevante ya que al
conocer esto, también se descubren sus condiciones &ptimas de
aparicion, de acumulacidn y de degradaciédn. Ademas se obtiene un
entendimiento del papel fisioldégico de estas substancias dentro de
la planta, contribuyendo de esta manera al conocimiento

cienti fico.

£En nuestro pais en la ¢época prehispanica, el amaranto
fué un cultivo bAsico el cual cayd en desusa débido a razones
religioso-culturales durante la ¢poca 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 granc la parte que se utiliza mas
comunmente (alegria). Para lograr el aprovechamiento integral de la
planta se requiere la utilizacién 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 daffos al organismo. Como alternativa se
propone la utilizacisn de 1la planta como fuente de pigmentos

rojos.

Algunos compuestos fitoquimicos se sintetizan y acumulan
en mayores cantidades bajo condiciones de estrés por temperatura,
por déficit 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
1;5 betacianinas (amarantina) se acumulan mas bajo estrés de
deficit de agua (Elliot, 1979, Komamine, 1987a).



En nuestro pals un gran porcentaje de las tierras utilizadas
en la agricultura son de temporal, las cuales se ven sometidas
frecuentemente a sequia sobre todo en las zonas semidridas del
pais. En estas zonas se propone el amaranto como un  cultivo
alternativo, pero conjuntamente a la implantacién del cultivo es
necesario realizar investigacidn de su compaortamiento bajo sequia y

su utilizaciédn integral (Alejandre y Gomez, 1990).

Dados estos antecedentes nos planteamos estudiar la
acumulacion de betacianinas en Amaranthus hypochondriacus L.

sométido a estrés de défticit de agua.



II.- REVISION DE LITERATURA

2.1.-Betacianinas

Las hetacianinas pertenecen al grupo de pigmentos de las
betalaninas, a las cuales se les denominaba antiguamente
antocianinas con n1trbgeno, debido a las caracteristicas semejantes
de color entre ambos grupos vya que las betalaninas presentan
nitrégeno en su estructura mientras que las antocianinas no,
perteneciendo ambas a grupos qu micos muy diferentes (Piatelli,
1981), imparten una colaracidn rojo violeta a ciertas estructuras
de las plantas gque las sintetizan; estas plantas son de 1la

familia de las centrospermas, (FPiatelli y Minalde 1964a, 1964b).

2.1.1. Estructura quimica.

Ltas betaéianinas son de naturaleza quimica glicostdicas
existen mas de 55 tipos de betacianinas conocidas, las cuales
estan constituidas por el aglicén 1lamado betanidina que tiene el
anillo dihidroindol dihidropiridina (Fig 1), el «cual tiene un
carbono anomerico eén posicién 15. Cambios en en 1la isomeria de
estas posiciones da origen a la isnbetanidina, la cual también se
ha detectado como aglicén de las betacianinas, aunque se cree que
paodria ser un isémero Formadb durante la extraccion de estos
compuestos, vya que bajo ciertas condiciones altamente controladas
de extraccién solo se obtiene la betanidina.. Tambien se ha

detectado como aglicén la betanidina descarboxilada en pusicién 2.
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Los azucares que pueden generar los glicésidos son:
monosacaridos; ramnosa, glucosa, Acido glucurénico,
disacaridos; constituidos por estos monosacaridos se
pueden encontrar esterificados en posicidén 6 del aglicdn.
Estos azdcares pueden encontrarse acilados con los Acidos:
malénico, ferulico, cumaricao, sinapticao, catéico
(FPiatelli, 1981, Mabry 1984).

Y citrico .

Dependiendo de los grupos radicales sustituyentes en las

posiciones 5 y & se presenta un cambio ligero en el maximo de

absorcion de luz del pigmenta, ya que éstos radicales interfieren

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

tiene un punto de absorcidn maximo entre 534 y 550 nm de
de onda, siendo de 537 para la amarantina.

longitud
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2.1.2.~ Distribucion en la naturaleza

Las betalaninas se encuentran en algunas plantas vy
algunos hongos. En el Orden de las centrospermas se han  detectado
dos familias que desarrcllan pigmentaciones que se deben a 1la
presencia de antocianinas, por lo gue no solo las betalaninas
pueden dar pigmentacidén a plantas de este Orden, sin embargo la
presencia de betalaninas y antocianinas es mutuamente excluyente,
es decir la pigmentacién 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 familias de las

centrospermas (Piatelli 1264 a y b):

Amarantacea
Cactacea
Chenopodiacea
Mesembrianthemacea
Nyctaginacea
FPhytolacaccea

Portulacacea

En algunas de las especies determinadas solo se encuentra
un tipo de glicédsido, aunque se detectan las formas isoméricas del
aglicén, mientras que en otras especies se encuentran varios tipos
de betacianinas en la misma planta. Como ejemplo esta Gomphrena

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



2.1.3. Exgresién genética

La expresion de los genes que regulan la acumulacién de
las betacianinas se ha investigado en diferentes sistemas

llegandose a las siguientes conclusiones:

1.— En callos de Beta vulgaris existe una variedad clonal que
permite la expresidn 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 1la formacion del colar en el
embridn es debido al control en un primer locus, sobtre dos genes
epistéticos complementarios que determinan la presencia del colorg
ademés existe un segundo locus que regula la expresién del pigmento
(Kulakow, 1987).

2.1.4. Biosintesis y degradacion

1. Biosintesis.
Generalmente las plantas que son capaces de sintetizar
pigmentos son de metabolismo C4 & 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
sufre un rompimiento entre las posiciones 4 y 5, caonvirtiéndose de
esta manera en &cido betalamico, el cual se puede condensar con
ciclodopa y originar la betanidina. Este fenomeno ha sido observado

en varias familias de centrospermas (Mabry, 1984)

La glicosidacidén de las bhetacianinas puede realizarse
sobre el precursor ciclodopa 21 cual se condensara posteriormente
con el acido betalamico formando 1la betacianina glicosilada. La
betacianina puede también glicosidarse directamente (Sciuto et
al.,1974)
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2.— Degradacisn.

Ha sido determinada una actividad enzimatica de

decolorasa para betacianina en Amaranthus hypochondriacus (Fig. 3),
la cual presenta una actividad maxima a pH de 3.4, una Km de 3.1
10 ~° y la enzima es inhibida por la presencia de reductares y la

falta de oxigeno (Elliot, Schultz y Cassar 1983bh).

X

Ry -0
x " R4-Q
Ro~0 . coo” pH 2 Ro-0 H .
Nl —— N cgoo
e —e
. ; H
No enzimatica +
(+ NHa) CICLCDOPA
l Enzimaédecnlorante 9
(pH 3.4)
_H ' coo-
agc N ,
H _H coa”
oocC N
BETACIANINA H
ACIDO
BETALAMICO.

FIG 3.— CATABOLISMO ENZIMATICO Y ESPONTANEQO DE BETACIANINA

(ELLIOT, 1983).

En epidermis de Beta vulgaris ha sido  localizada una

actividad decolorasa para betaxantinas y betacianinas con
Sptimo de 3.4 (Shih y Wiley, 1981).
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2.1.,5.1. Luz

Las respuestas fotomorfogénicas de las plantas son  (Liscum,
1991) =
1.- Respuestas mediadas por el fotoreceptor UV-B.

2.~ Respuestas mediadas por fitocromo. Estas son reguladas por la
incidencia de luz roja/rojo lejano. Este fatoreceptor 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 transduccién similares a
algunas de las presentadas por el fitocromo, debido a la
convergencia de sus signos de transduccidn (Sakary y Song, 1982) .
Las respuestas mediadas por el fotoreceptor azul/UV—-A pueden ser de

dos tipos:

A.~- LFR o LER ({low—fluence~rate reactions o©o low energy
reactian). Reacciones de baja proporcidén de flujo luminoso. San
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 dnicamente del flujo
total (velccidad de flujo X tiempo de radiacidén). E1 sostenimiento
de la reaccidn es independiente del tiempo de radiacidn o de 1a
velocidad de flujo, por lo que con periodos cortos de iluminacidn
se puede estimular este tipo de respuesta mediante la captacién de

luz por parte del fitocromo.

B.— HFR o HER <(high—fluence-rate reactions o high energy
reaction) . Reacciédn de tasa alta de flujo luminoso o reacciones de
alta velocidad de flujo luminoso. Despugés de que el equilibrio
fotoestacionario se bha 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).



En Amaranthus tricolor la sintesis de hetacianinas puede
ser estimulada por luz blanca, dando una respuesta de acumulacian
maxima a las 24 haras. Este estimulo puede ser inhi bido poir luz en
el rojo lejano y esta inhibicién es superada parcialmente por
Exposicién a luz roja. La luz roja y roajo lejanco tambien 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 1a luz puede setr inhibido por actinomicina D y puromicina, lo
gue sugiere que el estimulo de luz esta actuando sobre la expresién
a nivel de transcripcién y de traduccion (Piatelli, 1970b, Koheler,
1972). También ha sido estudiada desde este punto de vista 1la
sl ntesis de betaxantinas en Celaosia plumosa, llegandose a la
conclusién de que ambos sistemas se comportan de la misma manera

(Giudici De Nicola, Piatellj Castrogiovanni y Amico 1973a).

Dabido a que la sintesis de clorofila también responde a
estimulos luminosos, se buscé por medio del wuso de diferentes
inhibidores, la relacidn entre la sintesis de la clorofila y la de
betacianinas. Apatrentemente las vias y los estimulos necesarios
para la sintesis de cada uno de estos compuestos son diferentes
aunqde tienen algunos puntos de convergencia (Giudici De Nicola et
al 1973 a y b). Esta relacion entre la biosfntesis de betacianinas
y clorofila, es compleja ya que lumiflavina, inhibidor de 1la
biosi ntesis de clorofila, aumenta la acumulacién de betacianinas en
plantas en ausencia de estimulo luminosc y en aquellas que han
recibido un estimulec & bajas irradiancias, mientras gue la
lumiflavina diminuye la acumulacidn de betacianinas en agquellas
plantulas que han recibido un estimulo en el HIR o en el receptor

de luz azul (Obrenovic, 1986).
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2.1.5.2. Fitorequladores.

CITOCININAS. - Desde hace varias décadas ha sido conocido el efecto
de estimulo de acumulacion de betacianinas en plantulas de
Amaranthus sp como respuesta a la presencia de citocininas en
oscuridad, 1o cual ha servido como método bioldgico cuantitativo
para la determinacion de éstas ( Biddington y Thomas, 1973). Al
affadir citocininas al sistema de plantulas de amaranto estimulado
por luz, Giudici De Nicola (1972 b) observoe que se presenta  un
efecto aditivo. En estas condiciones. la 1luz rojo lejano inhibe
parcialmente el efecto de sintesis. Con el uso de inhibidores se
via que &sta respuesta dual es regulada a diferentes niveles:
transcripcién, s{ ntesis de proteinas vy fosforilacion ciclica
(Piatelli, Giudici De Nicola, Castrogiovanni 1969, 70 ,71; Giudici
De Nicola et al, 1972 a, b y 1973 a, by 1973 a, b y DObrenovic,
1984) .

ACIDO ABSCISICO.— En Amaranthus caudatus estimulado por luz y por
citocinina se ha encontrado que ABA inhibe la respuesta de actmulo
de betacianinas por cualquiera de los dos estimulos, {Biddington
y Thamas, 1977). Los compuestos fendlicos interfieren el efecto

del acido abscisico (Ray, Guruprasad y Laloraya, 1983).

La inhibicion de acumulacisén de betacinianas por acido
abscisico podria ser ocasionada por el auhento de la actividad de
la enzima decolarasa, o0 bien poar una salida de las betacianinas de
los tejidos. Se ha visto que 1 Acido ahbhscisico aumenta la salida
de este pigmento en hojas de Iresina sp, y en discos de betabel
(Pustovoitova, 1987, 1968).

11



2.1.6. Funcisn biologica.

1.—- Respuesta a intecciones

a) Virales {(Sosnova, 1971 y Mabry 1980), o fungicas.- Las
semillas de betabel pigmentadas tienen mayot resistencia a
infecciaones causadas por el hongo Phythium debaryum que aquellas
que no son pigmentadas. Cuando se crece este hongo en cudltivo
liquido se reduce su crecimientoc en un 3S0% cuando al medic se
agrega S0 ppm de bhetanina (Kimler, 19275 y Mabry, 1980).

b) Bacterianas.— Se ha encontrado que Gomphrena celosioides,
tiene ligera accién antibacteriana contra microrganismos Gram
positivos (Botha. 1986)

2.—-Respuesta a dafio fisico.

LLas respuestas seffaladas anteriormente se pueden deber,
parcialmente, al dafic fisico causado por la infeccidn. Ademés, se
ha visto que el transplante ocasiona acamulo de betacianinas, el

cual puede ser causado por dafo fis=ico, (Velazquez, 1990).

3.—- Repuesta a estrés hidrico.

Elliot (197%a) encontrd en plantulas de Amaranthus tricolor
gue a CRA de 68% se produce un S50%Z mas de betacianinas que a CRA
de 82%. Sakuta (1987a) encontrd en cultivo de células en
suspencién que a potenciales osmdticos de —0.4 MFa producen mas
betacianinas que a —-0.2 MPa a una misma concentracidén de sacarosa
(88 mM) .

4.-Respuesta al estado nutricional de 1a planta.

En cultivo de tejidos se demostrd que la acumulacién de
betacianinas es mayor cuando existe un exceso de fuente
carbonada, como la sacarosa, asi como  una relacién éptima de

nitrédgeno (Sakuta et al, 1987 a y b
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, 4
2.2.- Estres de deficit de agua.

2.2.1, Parametros gue determinan el estado hidrico de la planta.

La cantidad de agua que una planta puede demandar esta dada
poar factaores internos y externos a ésta. Estos factores estan en
funcidn de los parAmetros de potencial de agua, de difusion, de

osmosis y de electrdsmaosis entre el suelo y la planta.

A) .~POTENCIAL 0OSMOTICO DE AGUA (‘Ifﬂzo):

Se define caomo la diferencia de enetrgia por unidad de volumen
entre el agua matricialmente unida, presionada, u osméticamente
constrefitda y el agua pura, donde el agua tiende a fluir de zonas
de donde se tenga un @Hzo mayar, a uno gue sea menor {(mas negativo,

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

El potencial de agua en un tejido o célula estia dado por la
suma de los potenciales, osmdtico (I's), de presidn o de turgencia
(¥r) y de matriz (¥m), =1 cual puede se expresado de la siguiente

manera (Kaufman, 1981).

El potencial gravitacional también puede ser considerado
{(Turner, 1981), aunque ¢ste, al igual gue el potencial de matriz
puede ser excluido ya que es muy pequefio en comparacién con los

otros componentes.

El potencial de agua es diferente en cada parte de la
planta, y €5 mas negativo a medida que el Sdrgano se aleja mas del
suelo (Baker, 1984). Esto permite que el agua fluya de la raiz a la
hoja (atmdsfera), y este flujo estad determinado potr un gradiente de

WHZQ entre el suelo y el aire, a traves de la planta.
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B).—-DIFUSION:
Es el movimento de agua que involucra movimientos aleatorios
y cuya magnitud esta en funciéon del Area y del potencial quimico.
Este movimiento sigue un comportamiento dado por la expresidén
Jv = LP*ATHZO

DONDE Jv = Flujo de agua por unidad de area (mm seg ).
Lr = Conductancia hidraglica (m s*Pa™).
AQHzo = Diferencia de potencial de agua a través de la
membrana.
C).~ OSMOSIS:
Es el proceso de difusién a traves de una membrana
semipermeable cuyo movimiento depende de un potencial quimico

generado por una presién osmdtica donde el potencial de soluto (¥s)
es la fuerza directora y estia dado por el namero de moléculas en
solucién, el volumen y la temperatura, de acuerdo a la siguiente
relacién.
¥s = —nRT
\

Siendo el desarrollo de este potencial de gran importancia

fisioldgica, porque define la capacidad de la célula para tomar el

agua de su medioc determinando asi su estado hi drico.

D) .- ELECTROSMOSIS:

Cuando las moléculas estan fijadas eléctricamente a una
membrana, un gradiente de potencial puede inducir cambios en 1las
flujos de agua. Se considera que este fendmeno es la fuerza gue

dirige el transporte de agua a trawts del floema.

t.a determinacién del movimiento de agua desde el suelo a 1la
atmésfera a traves de los érganos de la planta esta dada por el
potencial de agua y la resistencia que presenta la planta en cada
uno de los organos. La siguiente expresion define el flujo del agua

del suelo a la atmésfera a travées de las plantas.

Jv = Aimzo/r
Donde r es la resistencia la cual sufre variaciones minimas

en comparacidn con la variacidén que sufre el potencial de agua.
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2.2.2. Respuesta Fisioldgiggg'gg estres gg'géficit de agua

Turner (1986) sefiala que cuando la disponibilidad
de agua en el swuelo disminuye, ocurren una serie de cambios
fisiolégicos en la planta. Estos cambios se han clasificado como
mecanismos que conducen a un "ESCAPE" del estrés de sequia y los
gque conducen a su “TOLERANCIAY. Dentro de los primeros estan la
gisminucidn del periode vegetativao, enrrollamiento y caida de
hojas y baja conductancia estomatica. Los mecanismos de tolerancia

inpvolucran disminucién del potencial de agua

Diversos estudios clasifican a las respuestas fisiolégicas de
una planta al estrés de déeficit de agua de una manera mas detallada

la cual se describe a continuacién.

1.~ Respuesta Fisiolégica general:

Se ha observado que una planta al ser sometida a
estrés, disminuye su crecimiento medido como area foliar y tasa
fotasintetica. La disminucidén en la tasa fotosintética no solo se
debe a menar utilizacién de la energia para producir nuevos
metabolitos, sino también a una menor capacidad de captacién de
energia, comparada con la utilizada por la planta en condiciones no
estresantes. Estas respuestas en general son a largo plazo y son

dependientes de los fendmenos que a continuacidn se describen.

2.~ Respuesta de los fitorreguladores:
Se ha determinado gque cuando uwna planta se ve
sometida a estres se presentan cambios en la concentracion de
fitorreguladaores, sobre todo la relacidn CITOCININAS—-ABA.

Turner (1988) seffala la importancia de 1la raiz como primer
drgano sensor del déficit de agua; independientemente, también los
cambios de turgencia y de concentracién de fitorreguladores en las
hojas juegan un papel importante. Propone que la interaccidén entre
citocininas y ABA es lo que regula el comportamiento de la apertura
de los estomas vy el intercambio de gases en plantas sujetas

estres.
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3.— Respuesta osmdtica
La osmoregulacién vy los incrementos en la elasticidad en
las células son los fendSmenos encargados de mantener la turgencia
en los diferentes organos de las plantas cuando estan sametidas a

estrés (Joly y Zaerr, 1987).

Hay una serie de estudios en 1los cuales se ha
observado una acumulacién de sustancias osmbdticamante activas, ya
sea por movilizacidn o por sintesis de novo, acumulacién que en
algunos casos llega a mantener totalmente la presién de turgencia
(Jones, Turner y Osmond, 1981). En general esto solo mantiene en
cierto grado la turgencia (Turner, 1986), pudiéndose deber esto a
dos fendmenos: a) disminucisn del potencial osmdticao por
acumulacion de solutos & b)) por alta elasticidad del tejido (Jones
et al, 1981).

El ferndmeno que mas frecuentemente ocurre es el
de ajuste osmdtico, y se ha determinado que éste se puede llevar a
cabo en diferentes &drganos vy en diferentes especies (Jones et al,
1981, Morgan y 1984 Turner, 1986). La respuesta es diferente de
acuerdo a los parametros antes mencionados, ademas de la edad del
érgano y otros factores ambientales como la temperatura,
intensidad de luz, la concentracién de CD2 atmosférico, la
intensidad del estrés, duracién de eéste y las condiciones

ambientales prexistentes (Morgan, 1984).

Los metabolitos acumulados durante el estrés son de
naturaleza quimica muy diversa y aungue predominan los azucares Yy
aminoadcidos (Morgan, 1984, Schuab y Gaff, 1986 y Okazaki, Sakanao y
Tazawa 1987), también 21 potasio es de los osmolitos que aumentan
su concentracidn en cantidades relativamente grandes (Jones et al
1981), los adcidos organicos como el malico y el citrico o iones
como nitrato y cloruro (Pitman, 1981, Morgan, 1984, y Berkowitz vy
Fier, 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.~ Efectop de estres en la Qraduccldh de metabolitos

secundarios

Diferentes tipos de estrés provocan acumulacién de ciertos
metabolitos secundarios; por esto se dice que estos metabolitos
pueden jugar un papel protector. Aunque la acumulacidn de
metabolitos secundarios no sdlo abedece a esta regla ya que en
ciertos casos &l aumento de metabolitos se les ha asignado un
papel de mediadores de respuesta, transmisores de ésta y de
adaptacién a los diferentes condiciones ambientales que surgen
durante el estrés (Wyn Jones, 1984) . también los metabolitos
secundarios pueden acumularse como respuesta al dafic provocado por

las condiciones adversas.

Se ha visto que algunos glicdsidos cianogenéticos,
glicosinolatos y otros compuestos azufrados alcaloides Yy
terpencides se acumulan bajo condiciones de estrés de deficit de

agua (Gershenzon, 1984).

2.3.~ Papel de la sacarosa en la biosintesis de metabolitos

secundarios.

2.3.1. Papel de la sacarosa como nutrimento

Los carbohidratos son los metabolitos gue almacenan
primariamente la energfa. El1 metabolismo y translocacién de los
carbohidratos es de gran importancia, ya que es la forma
primordial para movilizar y distribuir la energia gue se préduce
en la planta, esto depende del estado de desarrollo, edad de 1la
planta . o estado fisiolégico. La sacarosa es la forma mas comuan
en la que los azucares son transportados (Lucas vy Madore, 1988)
aunqgque algunas especies translocan otros azdcares (Ziegler, 1975
citado por Canny 1984). La ventaja de transportar sacarosa es que
este azucar es mas inerte que'atros a las reacciones guimicas del
metabolismo ya que los complejos enzimaticos que 1la transforman

estan fuera de su alcance (Lucas y Madore, 1988).

17



En general los azucares utilizan el floema para tranportarse
hacia los drganos que estan en desarvollao, (Biagquinta, 1983, Hayver
1985, 1987 citado por Ho, 1988) a los cuales se les llama &rganos
demandantes, aunque también puede ser utilizado el apoplasto
dependiendo del estado de desarrnllo de la planta como son las
primeras etapas de desarrollo (Canny, 1984). Los érganos 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 dificultades 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

sacarosa se mueve como un cotransporte con protones.

Respecto a la absorcidén de azdcares por las células
demandantes, lo mas aceptado es que ésta puede llevarse a cabo de
una manera bifasica. La primera fase se refiere a la toma de azacar
a bajas concentraciones, siendo un procesoc saturante que trequiere
de energfa, transporte activo y se lleva a cabo como un simporte
sac/H'o como antiporte sac/K . La segunda fase se refiere a la
absorcidn del azducar a concentraciones altas de sacarosa es  un
proceso lineal no saturante dependiente del gradiente de azucar

establecido. (Ho, 1988, Lucas y Madore, 17288 y Canny 1984)

3. Requlacion del movimiento de aziucares (sacarosa)
2.3.2. Kegulacion del movimiento de

La cantidad de azucares que entra a una célula esta dada por los

siguientes factores:

1.— Potencialidad de 1la fuerza demandante dada por factores
gentticos y de demanda metabdlica del tejido (Cook y Evans, 1983).
2.— Estimulos hormonales. Se ha reportado que las giberelinas,
auxinas y citocininas aumentan la fuerza demandante mientras que
el aAacido abscicico la puede aumentar o disminuir V(Lucas y Madone,
19885 .

3.~ Mantenimiento de un gradiente de turgencia entre los &rganos
demandantes y fuentes mediados por una fuerza protén-motriz (Ho,

1988., Lucas y Madone, 1988, y Reinhold et al, 1%984).
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7'4.—Temperatura.— Las temperaturas cercanas a S0-C inhiben
irreversiblemente la translocacison, permitiendo paso tnicamente el
transporte por xilema. A temperaturas bajas cercanas a 0°C también
se inhibe la translocacion (Canny. 1984).

3.~ Estres de déficit de agua. Durante el estrés de déficit de agua
hay un reajuste osmodtico en el que en algunas ocasiones se ven
involucrados los azucares, por lo que este tipo de fendmeno altera
los patrones de movilizaciédn y metabolismo de carbohidratos (Lucas
y Madore, 1988; Canny 1984).

b.— Iones. Entre los iones mas comunmente estudiados se  encuentra
el potasio, el cual también puede tener un papel osmoregulador vy
provoca cambios en los flujos de carbohidratos, ademas también
puede participar en la entrada de aztcares a la cé&lula en un

procesp de simporte (Canny 1984 ).

2.3.3.—- Papel de los azicares en la groducci&n de metabolitos
secundarios

En cultivo de tejidos normalmente se utiliza una
concentracién de 24 a 34 de sacarosa. Un cambio en la cantidad de
ésgte azucar determina la producciédn de compuestos fitoquimicos
(Discaomo vy Tawers 1984). En tejidos de células de Phytolacca
americana una concentracién de 180 mM de sacarosa es la més
adecuada para que se acumule una mayor cantidad de betacianinas
(Sakuta et al, 1987a). Efectos similares han sido observados en
tejidos en suspensidn de células de Cataranthus roseus, al
incrementar la concentracidn de sacarosa de 474 a 1074 aumenta la

acumulacién de antocianinas (Knobroch et al, 1982).

También se ha estudiado el efecto de la fuente de carbono la -
concentracién de metabolitos secundarios. Asi, se ha determinado
que en tejidaos célulares de Fopulos sp, sacarosa, glucosa vy
fructosa en el medio de cultivo fueron asimilados; sin embargo la
acumulacidén de antocianinas fué mayor en presencia de sacarosa

mientras que el almiddén la inhibidé (Matsumoto et al, 1973).

Discomo (1984) ha propuesto gque los azgcares al ser

utilizados generan una serie de metabolitos que al igual que
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interazcionan con el metabolismo basico de las rutas de produccisén
de metabolitos secundarios, también tienen la capacidad de cambiar
la cinética de acumulacidn, estimulando o inhibiendo enzimas de las
rutas biosintéticas.

2.4. Amaranto

El amaranto es una planta herbacea anual, utiliza la wvia Ch
para asimilar el CD2 Yy aungue es mesofitica puede crecer en
ambientes con baja disponibilidad de agua (Alejandre vy Gomez
1986)) por lo que podemos suponer que presenta algunos mecanismos
de resistencia a sequita. Tiene un uso eficiente 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 protefnica, contiene de 1S5 a 16% de proteina (Wu
L.eug, Busson Jardin, 1968), y de ésta un 6% es lisina (Downtown,
1973) . En la actualidad a pesar de su buena composicidén esta

semilla es poco utilizada.

Al ser sometida ésta planta a estrés de déficit de agua, ésta
presenta un punto de marchitez permanente al 37% de CRA y un punto
de dafio celular a 42% de CRA (Del Rio FPortilla. 1988). A un grado
de marchitez moderado, se recuperan rapidamente con el suministro
de agua. Esto hace suponer que amaranto tiene capacidad de
realizar ajustes osmdticos en condiciones de déficit de agua, esto
hace de el amaranto un modelo propicio para los estudios de estrés

de déficit 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 déeficit de
agua nos permiten utilizarla como modelo de estudic de 1los
mecanismos de desarrollo de pigmentos en condiciones de déficit de

agua.



111. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

El estrés de oéfticit de agua provoca una serie de cambios en
los procesos bioguwi mico-fisioldgicos en las plantas. Los cambios
biogui micos i1ncluyen movitizacién de idénes, fotosintatos y algunos
metabolitos secundarios. asi como 1a sintesis de otras nuevas
sustancias como metabolitos secundarios y sustancias osméticamente
activas con un papel protector o de regulacidén (Gershenzon, 1984).
=stos cambioes bioqimicos conllevan a cambios en el potencial
osmético (Morgan, 1984) el cual puede determinar el

comportamiento.
De acuerdo a lo anterior se propone la siguiente hipdotesis:

El estrés por de déficit de agua puede provocar una mayor
acumulacién de betacininas en Amaranthus Hipochondriacus. ra
magnitud de esta respuesta esta condicionada por las variaciones
en la duracidén del periodo de estrés, el aporte de carbohidratos y

el potencial osmético.



OBJETIVOS

OBJETIVD GENERAL:

Documentar el efecto de  estrés puéj'ﬁéFi¢i;g de ‘agua  sobre la

acumulacidn de betacianinas por’ accion; de . diversos agentes

osmoticos y diferente aporte carbonados

Objetivos particulares:

1.- Buscatr un modelo experimental apropiado (estado de desarrollo
de plantas de amaranto’ para el estudio de la acumulacisn de

betacianinas bajo estrés osmdtico.

2.—- Determinar las condiciones experimentales (pH, concentracion
de tirasina, temperatura e intensidad luminosa) que hacen variar
la capacidad de acumulacisn de betacianinas en el modelo

experimental elegido.

3.~ Evaluar la respuesta de acumulacién de betacianinas bajo
diferentes potenciales osmdticos v concentraciones de

carbohidratos. -

4.- Conocer la cingtica de acumulacidn de betacianinas en

condiciones de estrés osmdtico.

tJ
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IV. MATERIALES Y METODOS

:Pafaﬁ el desarrolloc del presente estudio se utilizaron
pr1mprdia1meﬁte dos modelos experimentales, uno con explantes vy
otro’ con plantulas de Amaranthus nypochondriacus L. variedad
revéhcﬁa tipo mercacoo obtenida en Campo experimental del instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricaolas y Fecuarias,

Chapingo, Maxico {donada por el Ing., Eduardo Espitia).

4.1, Explantes

4,1.1. Material bigidgico

Se utilizaron mojas Lotalmente expandidas de plantas age 7
semanas de edad cultivadas en macetas de 1 kg de suelo organico. En
la maceta se sembraron o6 semillas; despues de una semana de
crecimiento se dejé la planta mAs vigososa. Las plantas crecieron
en condiciones de inverrnadero con fotoperiodo de 12-14 horas vy

temperatura ambiente (18°-30°C).

4.1.2. Tratamiento de los explantes apotenciales osmoticos bajos

Las hojas maduras se cortaron desde el pecliolo, el cual Fue
sumergido en una solucidn al 12% de PEG &§000 (WHzo = —0.45 Mpa).
Los explantes se dejaron en estas condiciones durante 2, 4, 6, 8,
Lo v 24 horas & tres grupos de muestras con nueve explantes cada
una se les midid el CRA y se congelaron a -70°¢C para después

determinar su contenido de betacianinas.

4.1.3.- M=dicidn del CRA

A los explantes despuées de los tratamientos anteriones se les
determind el CRA para evaluar 21 estrées de déficit de agua que
suftricd el explante. Esta operacién se realizéd cortando en la parte
medira de la superficie de la hoja un segmento circular de S mm de
diametro caon un oradador, a este segmento circular se le determind
24 peso inicial o FES0O FRESCO. posteriormente ée puso  en  una
camara con atmdstera saturada de agua por espacio de 4 h, en
oscuridad (para minimizar la fotosintesis), después de este
periodo se determina el PESO TURGENTE MAXIMO. Este mater:ial se

conservé a una temperatura de &0eC en una estufa al vacio



{aproximadamente. de 8—12 hr) hasta(a!qanzar el peso constante para
determinar su PESO SECD.A' E1 CRA se calculé de acuerdo a Slavik
(1974) de la siguiente manera: .

_ PEiw Pg

Ft - Ps

- ’ -
4.1.4. Cuantificacion de betacianinas en explantes.

Al " material molido se eliminan 1 1las clorofilas mediante
extracciones con etanol 95° vy centrifugaciones (5 min a 7000 xg)
tres veces consecutivas. Las betacianinas se extrajeron en agua vy
se cuantificaron por su ansgoroencia a S37 nm. Las lecturas gse
relacionaraon con &1 coeficiente de extincidn molar (6.04 X 1o*

Dop/maol) para conocetr su concentracidn.

Como controt de la posible coextraccidn de hetacianinas
durante las extraciones etamdlicas, en los extractos se determind
la pérdida de absorbencia a 537 nm colateralmente a la extraccidn
de clorofila (tapbla 1).

En esta determinacidén se partivs de un grupo de
plantulas que se dividid en cuatro lotes =& los cuales se les
practicéd: O (control), 1, 2, o 3 extracciones y se determind las
apsorbencias sefialadas. Se observa gque la perdida de betacianinas

es mi nima comparada a la clorofila extrai da.

Tabla 1. Relacicon de densidades opticas en la extraccion de

clorofilas de explantes

ABSOFEBENCIA

537 nm a63nm
EXTRACCIDN
CONTROL 0,303 0.510
iRA 0.288 0.230
ZpA 0.273 0. 108
3rA 0,265 0.040




4.2. Pldntulas sin raiz.

La determinacion de betacianinéﬁ en plahtulas de amaranto de

rres dias de edaa sin ratz ha 51dd Zampliédénte' estudiada para la

cuantificacidn de citocininas (E ‘ fiqasai por  lo gue este
modeln parece adecuado para El‘desérfbild de betacianinas por otros

esti mulos.

4.2.1.- besinfeccion superticisl ‘de ‘‘semillas 'y condiciones de

crecimiento

Las semillas se lavaron con agua destilada 4
desionizada, después se les trataron 1) can alcohol al 70% durante
2 minutos y 2) con una solucidn al 0.25% de hipoclorito de sodio
por S minuwtos 32 tas semillas desinfectadas se enjuagaron 4 o 5
veces con agua destilada y desionizada esteril y se colocaron
sobre papel +ittro en cajas Petri (100 % 15 mm) esterilizadas o
hien en cajas de plastico sobre servilletas de papel (sanitas)
humedas. Las cajas con las semillas se colocaron en incubadora a

“47°C gn oscuridad durante 72 h.

4.2.2,~- Incubacidn

A las plantulas se les cortd la ralz desde la parte inferiar
ael hipocotilo vy se colocaron en cajas Petri sobre papel filtro
inmerso en amortiguador de incubacidén (tris—-HC1 y tivosina 2.5 oM

con las sustancias a probar

4.2.3. Imglementac16n de la metodologia para la determinacidn de
petacianinas en pliantulas :

Esta determinacién es diferente a la utilizada en explantes
ya que las plantulas presentan un minimo de clorofila en relacién
a la cantidaa de bhbetacinianas, por lo cual no se considerd
necesari1o eliminar tas cirorofilas, ademas - 1 tejido de las
piantulas es muy +ragil por ilo gue no se necesita homegenizar de

la misma manera.

Despues de la incubacién de 24 h. se lavaron las plantulas
con agua destilada y desionizada para eliminar las sustancias

puternas @n las cuales se encontraban i1ncubadas, y se congelaron



a =70°C. Posterigrmente se molieron’ yv.se descongelaron a chaorro

. de agua, sometiéndolas a un proceso de © 'y descongetar

veces consecutivas con la o Final 1 Jlas . estructuras
celulares para liberar i el ‘1pigméntD: “para su posterior

cuantificacion.

Elliot (1983b) reportd un método de medicisdn  por extraccian
con acido acetico el cual resuits poco reproducible, vya que las
betacianinas se degradan enzimaticamente al pH dado por el 4Acido,
por lo gue se buscéd un nuevo metodo mas estable, el cual consiste
en precipitar las protelnas con TCA. Asi, se partid de un extracto
de 50 plantulas el cual presentsd la lectura inicial reportada
(tabla 2), el esxtracto TCA-TEMPERATURA AMBRIENTE se dejid en el
espectrofotdmetro y se tamd la absorbencia cada 9 minutos durante
20 minutos. La otra parte se deij® en hielo se tomdla lectura a los

20 minutos. Resultd ser un extracto estable a la decoloracién.

Tabla 2. Estabilidad de los diferentes extractos de betacianinas
a 937 nm de longitud de onda

CONDICIONES
TIEMFO (minutos)
o S 10 15 20
TCA-HIELO 0.235 N.D. ¥ N.D.x N.D.¥ 0.231
TCA~
T.AMEBIENTE 0.235 0.233 0.233 0,229 0.226
AC. ACETICO 0.309 N.D. X N.D.X N.D.x 0.210

N.D.X .- No Determinado.



4.2.3.1, Extraccion y cuantificacidn de petacianinas

Las plantulas se molieron affadiendo 1.0 ml de agua destilada
y desionizada, y la preparacidn se filtrd y se centrifugs a S000
g E1 sobrenadante se llevd a 10% de acido triéluro—acético, se
agitd en vortex y se centrifugd a 3 000 xg durante 13 minutos
leyendo la absorbencia del sobrenadante a una longitud de onda de
537 nm. Esta lectura se correlaciond con el coeficiente de
extincién  de tas betacianinas (&4.04 10 * D.op/maly para

determinar su concentracion.

4,.2.4, Praotocolo general e trabajo.

Medgiante la caracterizacidon del’ comportamiento del modelo
tcaprtulo de resultados y discusién, fig 8,92.10 y 11) se eligié el

siguiente esqguema de trabajo:

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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‘Medicion del potencial hidrico de las plantulas

4.2.3.=

Esta determinacién se realizd por dos métodos:

'1.¥ Método de volumen constante (Salisbury. 1983) . el
material se inéuno en soluciones de diferente concentracison de un
. osmolito, sacarosa, manitol o sorbitol y s medid el aumento o
perdida de peso del material despues de  haber llegado al
equilibrio con 13 solucidn. Estos cambios en peso se graficaren
contra el potencial osmético de la solucidn en la que se incubsd el
material y al cruce de las abcsisas se obtuvo el potencial hidrico

original del tejido.

2.~ Metodo de Chavdakov (Salisbury 1983). El material se
1nquhb en soluciones de diferente densidad hasta alcanzar su
equilibrioc osmdStico, por perdida o ganancia de liquw do. Sobre la
soiucidn resultante del equilibrio, se colocd una gota de una
mezcla gue tuviese la densidad original de la solucién de
incubacien y un colorante contraste. la gota con el colorante
descendild o se mantuvo en la superficie de la solucidn equilibrada
dependiendo del cambio de densidad al que se 1llegd durante la
incubacidn. De esta manera se determind el rango de potencial de

agua al que llegd el material bioldgico.

4.2.6.—- Determinacion del potencial osmotico de las plantulas

Se utilizé el método de la Camara de Fresidn (Turner,
1981) . Las plantulas se lavaron con agua destilada para eliminar
2l exceso de osmolitos presentes en la solucidn de incubacién v
despues se congelaron rapigamente a —-70°C para molerlas. Con el
extracto acuoso que de ellas se libers se humedecid un papel
filtro de &6 mm de didmetro aproximadamente que se colocd en 1la
camara psicrométrica (Wescor C-52) para dejar equilibrar ésta por
espacio de 30 minutos. Fosteriormente se determind el voltaje
transmiti1do por la camara utilizando un micraovoltimetro Wescor

HR3IZT vy se tomd la lectura a punto de rocio.

- g Id
4.2.7. bDererminacion de proteilnas

Esta determinacidén se hizo de acuerdo al método de

Feterson (1977).



4.2.8. Ensayo de la actiwvidad 4

decolorasa.

4.2.8.1. Dbtencion del

€1 material se molid 8n un mortero . enfriado a —20°C, se
aadid amortiguador de citratos 0.1 M pH 3F.4 en relacidn 1:2
paso/volumen, posteviormente se molidé en politrdn por espacioc de

30 segundos I veces consecutivas a baja velocidad.

4.2.8.2. Ubtenciaon agel extracto de pigmentg (betacianina)

Este se obtuvo a partir de betabel. Se hizo un eutracto
moliendo el tejido con un minimo de agua. filtrando despuss a
través de 4 capas de gasa. La preparacidn se centrifugd por
espacio de 15 minutos a 20 000 xg a 4°C, el sobrenadante se llevd
a 10% de Acido tricloroacético, Después de 10 minutos (tiempo para
que se desnaturalicen las proteinas vy precipiten), se centrifugd
nuevamente a 20000 xg a 4°C vy se elimind el precipitado.
Fosteriormente el 4dcido tricloroacetico se elimind del
sobrenadante mediante extraccirones con £ter etilico tomando como
punto de reterencia el pH inicial y el eter etilico se elimind por

extraccion al vacio.

Una muestra alicuota de este extracto se diluyd 1o necesario
para alcanzar una concentracidén apropiada tomando la lectura a S37
nm de longitud de onda para de esta manera determinar la
concentracién original de las betacianinas utilizando el

coeticiente de extincidn correspondiente.

4,2.8.3. Actividad enzimatica

El ensayo se t+ealizd mezclando 2 ml de extracto
nrotel nico {(50—-125 ug de protel na) en amortiguador de citrato pH
3.4 y | ml de extracto diluido del sustrato (16 ot de betacianina)
en el mismo amortiguador. 52 siguid lfa reaccion midiendo  la
disminucion de apsorbencia a 337 nm a una temperatura de 25<C.

(Elliot 1984). La actividad se calculd por la pendiente obtenida.



4,2.8. Determinacidn de carbohidratos:

. OBTENCION DEL EXTRACTO. El extracto de azucares solubles se

obtuvo de acuerdo a Pefia 'y Ortega €1991)

El Tejido fresco se fiijé

con-alcohol al 96% hirviendo ’md}ié° y después se

realizaron tres extracciones COR’ e ©al’ BO% en ebullicisn.

Fosteriormente se  concentrarcn ) eliminando el etanol par
evaporacién. : T :
L.— Fara azdcares reductores totales este extracto se

hidrolizod con HCOL 1.125 N en ebullicidén por 2.5 h. Las proteinas
se eliminaron afadiendo Acido fosfotungstico al 107 (Wolframato de
sodio 104-acido sulfarico ©.33 M 1:1) dejando 12 hr en
refrigeracidn. El sedimento se separd centrifugando 30 min 3000
»%g. El sobrenadante se neutralizé con carbonato de sodio. A este

extracto se le cuantificaron los a=zucares por el método de Nelsan.

2.~ Fara azucares reductores directos se siguid el mismo

procedimiento de eliminacidn de protefnas y de cuantificacidn.



V.— RESULTADOS Y DISCUSION

La acumulacidn de aigunos metabolitos secundarios es un
fendmeno gue ha sido observado en diferentes especies (Gershenzon,
1984). Ellioct (197%9b) reporta que cuando las plantulas de amaranto
tienen diferentes contenidos de agua al inicio de una inducciédn de
acumulacison de betacianinas, por citocininas. se presenta  una
mayor cantidad de betacianinas en condiciones de déficit de agua.
Sakuta (1987a) reporta gue en cultivo de células en suspensidén
existe una mayor acumulacicon de petacianinas tanto por céiula como
por gramc de tejido seco cuando crece este material en soluciones

con mayaor concentracion de osmolitos.

Ante estos antecedentes como primer obijetivo se planted
nuscar un modelo bicldgico en 21 gue como respuesta a potenciales
osmsticos bajos ascumulara  betacianinas  tratando de simular

condiciones de estrés de déficit de agua.

5.1. Busgueda de el modelo adecuado para el estudio de acumulacidn
de betacianinas por estres de potenciales osmoticos bajos en

Amarantbhus hipochondiacus L.

Dos posibies modelos experimentales se propusieraon  para
determinar =21 efectoc de esttrés osmdtico bajo sobre la acumulacidén
de bhetacianinas en amaranto. Estes modelos fueron explantes de
hajas maduras de amaranto vy plantulas de tres dias de edad sin
raiz, €sta emite sefiales al resto  de la planta teniendoc una
respuesta,. la cual puede confundirse con la respuesta a potencial

osmdtico bajo para las células que es nuestro objetivo.

S.1.1. Explantes

Se aprecia en las fig. 5 v & gque la cinética de acumulacidn de
betacianinas a lo largo del tiempo, o en funcidn del agua que

perdid el tejido fué diferente en luz y en la oscuridad.

Z1
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FIG. S.—- RESPUESTA EN LA ACUMULACION  DE

BETACIANINAS Y EN EL CONTENIDOD RELATIVO DE AGUA DE
EXPLANTES SUMERGIDOS EN UNA SOLUCION AL 12% DE
POLIETILEN GLICOL 4000 POR DIFERENTES PERIODOS, EN
PRESENCIA DE LUZ. Cada punto representa el promedio
de 3 experimentos con tres repeticiones.
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FIG. &.- RESPUESTA DE EXFPLANTES DE HOJAS EN LA
ACUMULACION DE BETACIANINAS Y CAMBIOS EN EL
CONTENIDO RELATIVO DE AGUA A UIFERENTES FERIODOS bLE
ESTRES EN UNA SOLUCION DE POLIETILEN-GLICOL AL 12%,
EN OSCURIDAD. Cada punto representa tres
evperimentos independientes con tres repeticiones
cada uno. :

CONTENIDO RELATIVO DE AGUA (..*.)



Asi mismo la pérdida de agua é_lés 24 h' de estrés - fué mayor
en presencia de luz, donde llegd . a ser de SQO%; mientras “que  an
oscuridad sédlo 1legds al 78 4 de CRA. (Fig - 5§ vy &). Una
transpiracien mayor del! tejido bajo luz provocd que CRA
disminuyera mas rapidamente comparativamente a lo que sucedi®d en
oscuridad., ademas la incidencia de luz provocd gque continuara 1a
fotosintesis, lo que trajo como consecuencia una acumrlacién de
sustancias que generaron un aumento en el peso seco. de tal manera
gue el i1ncremento en la relacidn peso fresco/peso turgente se  vid
afectada (fig 7», contribuyendo esto a una disminucidn en el CRA,
(dandose un aumento en peso sSeco y peso fresco mas no un aumento
en gl agua retenidal). La respuesta gque se nota evidentemente real
es el aumento de betacianinas baio luz al inicio y & tiempos de 12

a 24 horas (+ig. 3».

La figura 8 muestra el contenido de betacianinas como
funcion del CRA. Cierta tendencia es aparente en la luzx amientras

que en ta oscuridad los resultados fueron mas erriaticos.
Las betacianimas se acumularaon &n mayor cantidad en

condiciones de estres a potencial osmdtico bajo en explantes de

hojas maduras de planta de amaranto. bajo lu=.

S.1.2. Flantulas completas

En plantulas completas se determind si existia la acumulacidén
mayor de betacianinas sometidas a estrés. . Se presentd una
respuesta positiva (0.010 nmoles/hipdcotilo en el control y .0144
nmoles en las plantulas estresacas). Este modelo no parece  muy
conveniente para nrestro +in yva que las respuestas que se
presentaron  puedieron deberse a esti mulos endsdgenos por
gsencibilidad de ia redz al estrées de déficit de agua. Esto puede
alterar la concerntracidn de fitorequladores que cambia ta
concentracion de bpDetacianinas {Elliot 1979=x),. esta respuesta
intertiere con la respuesta gue buscamos dada en presencia  de
soluciones con potenciales osmdéticos bajos, 1o cual es el obietive

ne este trabajo.

=4



RELACION PESO SECO/PESQ FRESCO

FIG. 7.—-RELACION PESO SECO/PESO FRESCO EN EXPLANTES
DE 7 SEMANAS SOMETIDOS A ESTRES DE DEFICIT DE AGUA
EN UNA SCLUCION DE FOLIETILEN-GLICOL AL 12%Z POR
DIFERENTES FPERIODOS EN PRESENCIA DE LUZ (- @& -) U
OSCURIDAD (..+..).Los datos corresponden a las
determinaciones realizadas para las fiquras 5 y 6.
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FIG. 8- ACUMULACION DE BETACIANINAS EN EXPLANTES EN
FUNCION DEL CONTENIDO RELATIVO DE AGUA EN PRESENCIA
DE LUZ (~ 8 ~) |} OSCURIDAD (..+..).



5.1.3 Flantula sin rafz. ;

cU Ya. determinada la respuests’ en plantula cbhpietﬁ fse
esTudiaron las caracteristicas en plantula sin ral'z. ‘Este - modelo
presenté las ventals ge poder asadirle’ sustancias’ eidgenas como
iphes.»a20cares vy otros compuestos en el medicl de . incubacién |y
pmdér Vér;el efecto de estas sustancias,dehtfb dé las plantiilas,
coﬁ ésfas sustancias se tratd de 51muléf pqsibles condiqiones de
respuesfa osmética independiente de flq§~“F1£nrequlauures en el

modela elegiao.

tl hithsayn nsadd por\‘Ellidt (}979a) para . .cuantificar
c1toc1n1nas cnnslste en pléntulas creclda‘ 3. 5 dias . a ”7°C ca - 1as
cuales se les cnrta la raiz y se sumergen en .la soluc1on de ensayo

determinando la cnncentrac1én de betac1n1nas al:an~ada.

La regidn: meristemsatica  tiene citocinifas  {Horgan, 1984),
posibisnente Dara evitar 1a interterencia e estos
+itoregulaaores en la respuesta de acumulacisen de betacininas  por
estrés osmdtlco, Se realizaron determinaciones de petacianinas  en
ninGocotilns bpajo ditverentes condiciones de pH, amartiguadores, A4
potenciales osméticos, detectandose que no hubo produccion  de

petacraninas en ninguno d2 10 Casos.

S.2.~ CONDICIONES QUE HACEN VARIAR LA CAPACIDAD DE RESPUESTA DE
ACUMULACION DE BETACININAS EN PLANTIULAS DE TRES DIARS DE EDAD, SIN
RAILZ.

Con el fin de estudiar los pesibles pardametros gue regulan la
produccidon de betacianinas. 2n 2! modelo de plantulas sin ratz, se
planted como segundo objefrtivo g=2terminar bajo gue candiciones la
respuesta sra maxima. Las variables que fue necesario controlar =n
25t modelo experimental., fueron: pH, concentracidn de tirosina
LAMLADACION GFECUursor?, presencia de iones y pnteﬁc1al osmhTico de

la soiucidn.



5.2.‘,1'.‘

1ouador. ae incubac

rata el Dlnensayo ge o .C1Tocinin 1Amarantnu5 caudatusy

b»Lzut (19IHbJ reporta un nH dn &.‘ '96 smnrthnauor 'Hepes. La

+1gura Q dESC"lbﬂ la re 5pun5ta de acumuzac ont de beraclan1nas con

nirnr=nrps ammrrzguadntes via lePrent= pH EJ pH éptlmn fue  de

H. 2 en qmmr'&quanor TR,

a- respuesta obhservaaa

Toniel ¥in ue defevm1na'

se debio al t1po cle amurt1guano & el pH, ambos amortiguadores se

DH féptlmo fue de 8.2 vy el

me*claron y se. vnr1+1cé que -g
amnrthuadmr mas eprnplado es ue 1r15 (qu. 10). LLos puntos con pH

mis bASico de 8:2 no se’ cons1deraran yé,que s2 le affadieron idnes
de-K*,\KDH,Déras aJuster ielr pH 'dpl ‘amortiguador) , los ruales

aumentan 1a échulacxén de betacianinas " (Elliot 1979b).

5.2.2.= ncentracion adeguada de tirosina
La ‘tireosina es el metabolito precursor de ia
biosintesis  de betacianinas iMabry, 1980) por lo que Fre

necesario affadiria sl sistema con 2) fin de QU2 No Hu8ra QgQn +Factor
Itpittante en su produccion (Elirot, YoUYE) . Fara oeterminar i=a
concentraclon optimad oe T1rosina a la cual se adspa unnma acumutacisn

maxima de o=2tacianinas se realizo una curva de concentracion (Fig.

11 vy =2 d2termino que  la  respussta optima s2  da  a  una

copcentracian e mt. No +tud sesible alcanzar concentracinnes

mhs Altas que a&sta.

jemperatura de respuesta

at
1

Se observa en la tabla 3 un punto maximo de  acumulacidén de
betacianinas. Como ésta temperatura de respuesta optima 7%
pudiese estar causando estrés de alta temperatura se decidid
trabaiar a2 una temperatura m&s baja (27.C), que consideramos es ia

renperatura ampiental promediac.
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FIG., ?.~ EFECTO DE pH Y DEL TIFO DE AMORTIGUADOR
SOBRE LA ACUMULACION DE BETACIANINAS EN PLANTULAS
DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD
DESFROVISTAS DE RAIZ, SUMERGIDAS EN AMORTIGUADOR
TRIS (..%..) 0O HEPES(- + . —) DURANTE 24 h. Cada
punto correspande a un experimento con tres
repeticiones.



nM BETACIANINAS/HIPOCOTILO x 10 E(-2)

4 5 6 7 8 9 10
pH
FIG. 10.— EFECTO DE pH CON MEZCLA DE
AMORT IGUADORES. SUBRE LA ACUMULACION DE
BETACIANINAS EN FPLANTULAS DE Amaranthus
hypocthondriacus DE TRES DIAS DE EDAD DESPROVISTAS
DE RAIZ, SUMERGIDAS EN AMORT IGUADOR
HEFES-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 BETACIAMINAS EN
PLANTULAS DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES
DIAS DE EDAD DESFPROVISTAS DE RAIZ, SUMERGIDAS EN
AMORTIGUADOR TRIS—-TIROSINA DURANTE 24 HORAS. Cada
punto corresponde a un experimento con tres
repeticiones.
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Tabla 3. Efecto de la temperatura de.  incubacidn sobre la

acumulacion de betacianinas.

TEMPERATURA n DE RETACIANINAS/HIFOIOTILO
= 10 L5 £ 0,03 R
27 1.5 + 9,05
37 Ii0 o+ 0,09
40 Q.2 +0.05
45 0.1 + QL0333

NUEVE‘ CAJAS PETRI CADA UNA  CON 30 PLANTULAX SIN RAIZ EN LAS SE
IMCURARON CONDICIOMNES: ESTANDAR TOMANDO GRUPOS DE TRES CAJAS PARA
CADA UNA DE LAS TEMPERATURAS PROSADAS, POSTERIQRMENTE =E DETERMINO

EL CONTENIDO DE BETACIANINAS,

£l

5.2.4., Etfecto los estimulos luminosos scbre gl sistema.

La 1luz estimula 1la acumulacion de betacianinas (Fiatellil,

1969), en este trabalo se observd gue sin un estimulo luminoso no
se presenta acumulacidn ae betzcianinas nor lo que s2  deouioc  gue
@gta radiacion es necesaria. S5e estudid chHmo el tiempo e
intensiocad de ia ‘5diac16n infiuyen conjuntamente sobre 1a

acumuliacion d2 petacianinas.

Literentes grupos de plantulas s=se expusi1eron a tus  sQlar

&

durante periooos: S5, 15 y 30 mingtos, posterioreence se 1ncubaron

bheajo luz age lampara 1ncandecente o n oscuridaa hasta compietar 24
n. A otros lotes se les dis 15, 0 v 60 minutos de erDlelbn a la
luz de lampara {(de 100 Watts de 1ntensidad) incubandose de ia
misma torma gue los lotes anteriores (Fig. 12). Se abservd gue a
tiempos cortos de exposicién luminosa 1a cantidad de betacininas
que se acumulan despuss de la incubacidén a Las 24‘horas es menor
qus en pariodos mads prolongados de exposicién a la  lusz. Fert odos
de 5 2 19 minutos pressatan gna acumulacidn de betacianinas mas
baja gue de 30 a 60 minutos, independientemente de la intensidad

de s,

+



nM Betacianinas/Hipacotilo x 10 E-1

0.457
0.40-
0.35-

0.30

0.25+1
0.20
0.1 5-1’
0.10-

0.05+1

I

0,00-‘ l T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tratamientos luminosos

FI6. (2.~ RESPUESTA SOBRE LA ACUMULACION DE
BETACIANINAS EN FLANTULAS DE Amaranthus
hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD DESPROVISTAS
DE RALZ, SUMERGIDAS EN AMORTIGUADOR TRIS-TIROSINA
DURANTE 24 h. ES5TAS FUERON INCUBADAS A DIFERENTES
PERIODUS E INTENSIDADES DE ESTIMULOS LUMINDOSOS. bLas
condiciones fueron: 1, 2 y 3 estimuladas durante 35,
15 y 30 minutas con luz solar después incubados en
oscuridad hasta completar 24 h. 4, S yv &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 ? se estimularon con S, 15
y 30 minutos de luz solar y se incubaron con luz de
lampara hasta completar 24 h, 10 solo se dejo baijo
luz de lampara continua.



Se ohserve que hubo uné acymilacidn lineal., en funciodn del
tiempo ge estimuio luminoso indrpendiente da }a‘zntensﬁdau, e~ la
Fadiacisn, luz'dE~1ampara o sol. Tiempos prolongados de radiacidn
s&lo presehtarnn las deswviaciones tipicas de respuesta en cuanto a
1a cspaﬁidad de la plantula para sintetizar el pigmento.
Opsarvando el tratamiento 7 (Dléntq1a5 incubadaé bajo. “luz  de
lampara ias 24 horas), se determird gque-la luz continua p?odujo

una respuesta maxima.

EnN base a2 estus‘resuitadqé se gecidid buscar el tiempo &ptimo
ge;ﬁespuésta bajo luz para Ta “aAcumaiacisn” de betaciraninas bajo
qdﬁdxciphes estindar. 5in estrés; (Frg. 13 . La ‘acumulacion  fud
probof;ional al viempo de incidencia-de luz (100 Warts) sobre el
éistema. Entre 5 VvV & noras se presentd .una respuesta considerable
por_ilo. gue este periodo se tomd como el tratamiento mis apropiado,
ya-gue cinco horas de estimulo fueron suticientes, aungue la
aexposicicen de las plantulas por periocdos de mas de 35 h presentaron

una respuesta ligeramente mavor.

t.a luz estimuta el fitocromo en el tipo de respusctas HIF: al
respecto FPiat=liil . (196%), reportd que la acumul acidn de
netacianinas en respuesta a !a incidencia de lus se debe a dos

fraromenos & estimuio de Hik vy e LIF. mnsotros  con auestros

BUSRr1IMenrOg ohservamos que para que Se (s =) el fendmeno de
acunulacidn de peraclaninas por estrés pudiese ser necesario gue

e eztinule el sistema de HIK, va que con tiempos cortos e

g

Tiuvminacion el sistema no responae.

Sakuta (1987a), encuentra mavor acumulacién de betacianinas en
Cuinivo de ceiuias  or Phitolacca americans en concentraciones
altcas e sacaronsa (8& mhh. La itrrsdiaci®n recibida por las
plantulas genera una acumuliacison de fotosintatos que pusde ser 1a
COoONO1ICIoN necesaria nar= que se irdtremente ia cantiaag de

hetacianinas.
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FIG. 13.~ ACUMULACION DE BETACIANINAS A DIFERENTES
FPERIODOS DE ESTIMULOS LUMINOSOS. Se incubaron
plantulas desprovistas de ratz en amortiguador
tris—tirosina pH 8.2 dejandose bajo exposicién de
luz de lampara (100 Watts) por los periodos
seffalados y después se incubaron en oscuridad hasta
completar 24 horas desde el inicio del experiento.
Cada punto corresponde a dos experimentas con tres
repeticiones.
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5.2.5.~ Detecminacidn de

g2 . respuestis - g - estres

- ’
despues del estimuio luminoso

‘Despues de elegir un iapso de S horas de radiaciédn. luminosa
como el mas apropiado para estimuiar el sistema, se determine xeL;M
pEriocn de-incubacidn en oscuridad nara permitiv el degarkclid‘T&e?“
Ja oresnpuesta. En la figura 14 podehas ahservar que entré 26"y “éOi
noras - se  llega a un estado estacionario  de acumulaciéh de
betacininas, pareciéndonos adecuado elegir un tiempbyde 24 haras

e incubacidn como el apropiratc para observar los resultados.

5.3. -PARAMETROS QUE HACEN VARIAR LA ACUMULACION DE BETACIANINAS (EN
PLANTULAS DE AMARANTO DE TRES DIAS DE EDAD, SIN RAIZ), COMD
RESPUESTA A LA FRESENCIA DE SOLUCIONES CON POTENCIALES O0SMOTICOS
RAJOS.

Para ewponer las planctulas a estrés de geticit de agua
\poTenciIal oseecticn bajo). se elinieron: sacarnss, FREB vy manitol
para difera2nclar su e+ecto osmeético-estiresante de =u papel en el
metabolismo (Stavik, 1977) y de esta manera cumplir can =a2i
obigvivo ge evaluar la respussta de aAcumulacion de petacianinas
bajo diterentes sotencirales osmdticos.

htorice original de ias

|

Al evaluar =1 potencial hidrico inicial de las plantulas par

&) /Rl rétonn de Uhardakoyr+ (malisbury, 1978). se obtuvo un valior

vy 0,25 MPa de potencial tidrico, v por brel método de
volumen constante (Salisbury, 1978),.se encontrd que el potencial

M arico fue de -Q.224 MPa, valor que se usd Come referencila

De wzstos resultados se 1NFirid aqus ia 1ncupacién da las

plantulas =n soluciones de concentraciones mayores ae 100 mk (mw=
-0, 224 MPa2 02 solutos monoidnicos generaron estrées de deficit R
agua.
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nM Betacianinas/Hipocatilo X 10 E-03

144

12+

10+
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TIEMPO DE INCUBACION EN OSGURIDAD (h)

FI6. 14.— ACUMULACION DE BETACIANINAS EN PLANTULAS
DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD
DESPROVISTAS DE RAIZ, SUMERGIDAS EN AMORTIGUADOR
TRIS-TIROSINA. A las plantulas se 1les didé un
estimulo de S5 horas de lur y después se incubaraon
bajo oscuridad por los tiempos sefialados. Cada punto
corresponde a tres determinaciones en un mismo
experimento.
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iLas plantulas estresadas presentaron poco vigor, por lo que Sse
decidid incubarlas en concenNtraciones Creclantes de sacarosa. como

osmolito generador de potenciales hidricos bajos que producen estrés,

Fars investigar &t 2+fecto ap sacaxrosa sobre 21
sistema, se determind ia acumulacien ge betacianinas como funcidn - de
la . copcentracién g2 sacarnsa (Fig. 15, la maxima acumulacién se
observed & una concentracion de sacarcsa de 200 mr. (mw= -0.449
MFa). A concentraciones mas bajas la respuesta fue erratica, Y 'a

concentraciones mas elevadas se 1nhibid la respuesta.

Entre 73 v 200 mM de sacarosa,’ se:~bb5érvo una.. respuesta

lineal, proporcional a la concentracison de sacarosa. En funcién de
la revision-de literatura eéta,frespueétaffpuede' resultar de - los

sigquientes factores:

Lo~ Aacumualacion  ae metabolitos secundarios, en este caso

petacianinas, por un altb'aborte energetico (Bershenzon, 1984)

- EFfecto osmoprotector de la sacarosa (Koster y Leopold, 1988) ,
el cual permitiria un estado fisioldgico Sprimm,
Z.— Acumulacidn de metabolitos por el estrées de déficit de agua

generado por el potencial osmdStico en la solucisn,

tara esclarecer =21 efecto de ia sacarosa en la acumudtacion
de heitacianinas se realizd el estudio presentado en el esquema de

12 +ig 5.

sacarnsa como solunte modaticador  de)

La figura i

muestra el potencial pnsmdtico alcanzaogo en
+uncidn de Lta concentracion de sacarosa an €l medio. Se presentd
una respuesta linegal y proforcieonal hasta una concentracidn de 400

mM de sacarosa.



nM BETACIANINAS/HIPOCOTILO x 10 E-01

0.251

0.2

0.15]

0.1+

0.051

0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
CONCENTRACION DE SACAROSA (mM)

FI16. 15.—- EFECTD DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
SACAROSA EN LA ACUMULACION DE BETACIANINAS EN
FLANTULAS DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES
DIAS DE EDAD DESPROVISTAS DE RAIZ. Las plantulas ya
desprovistas de ral z fueron estimuladas por S horas
bajo luz y después se incubaron en amortiguador
tris—tirosina pH 8.2 vy diferentes concentraciones
de sacarosa. Cada punto corresponde a 4
experimentos independientes con tres repeticiones.
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EFECTO DE SACAROSA

ey

FARTICIPACION DEL © PARTICIPACION
HDTENCIA‘ DSMDFICD . COMO FOTOSINTATO
ESTUDIARS & . o o Sl :

. L' " ;' . : . : - EJ
tiktswuesrA a . RESFUESTA EN
CONCENTRAC LONES : L FRESENCLS DE
“BAJAS ¥ ALTAS DE ' DIFERENTES

SACARDSA CONJUNTAMENTE AZUCARES

-CON MHNITDL Y PEB . -(glucosa,

S - B ; fructosa)

OETERMINACIGNES A REAL LZAR:

l !

CUANTIFICAR CUANTIF ICAR
AR) BETACIANINAS a) CAREBOHIDRATOS Y
B) AJUSTE 08SMOTICO b) BETACIANINAS

C) CAMBIO EN FES0S
FRESCO v SECD
Fig. 1& Esquema para determinar 21 papel de sacarosa en 1la

scumulacion de betacianinas.

41 gerarminar =) efecto de sacarpnsa sobre o1 peso seco vy el
meso rresco v o longitug de las pltantulas (Fig., 18), =2 encontro gue
antre 0 v 100 mt de sacarosa se presentd un incrementos  lineal en
peso fresco y seco: entre 100 y 200 mM de sacarosa se  observe un
aumento s6lo en el peso seco. oncentraciones mayores de 200 mM
causaron una disminucidrn en el crecimiento. La longitud de las
plantulas mostraron un comporramiento  semejante al del peso

tresco.

Debicdo a Qque =21 potencial osmdtico 1nicial =n las plantulas

se consSidera que de 20 3 100 mM de  sacarosa no

fud oe —0
=2 progrln estrés de deéficrt de agua v los pesos seco y fresco
aumentaran lineaimeEnte con 2] 1ncremento 2n Sacarosa en el medio

de  incunacicn, concentraciones mayores aparentemente gaensraron

S0



-0.20

POTENCIAL OSMOTICO (MPa)
2]

14005 100 150 200 250 300 350 400 450
CONCENTRACION DE SACAROSA

FIG. 17.- AJUSTE DE POTENCIAL OSMOTICO EN PLANTULAS
DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD
DESPROVISTAS DE RAIZ DESPUES DE S HORAS DE
ESTIMULO LUMINOSO. Estas fueron puestas en a
diferentes concentraciones de sacarosa. Cada punto
corresponde a el promedioc de tres determinaciones
con dos repeticiones cada unoc.
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FIG. 18.— EFECTO DE SACARDOSA SOBRE PESO SECO, PESO
FRESCO VY LONGITUD EN FLANTULAS DE Amaranthus
hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD DESPROVISTAS
DE RAIZ DESPUES DE S HORAS DE ESTIMULDO LUMINOSO.
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estrés para”laé,planfﬁlas, nuestn Aue no huho incremento  en ei

nnrnntrar1nnes (e 100'5

peso . Fresco.; 51n Embarqn

de sarara:a) un aumenrn dn peao 'seco.'—

arumularrén de usmolltos.

h.1?2 a  —0,50561

diferenciar:lns Factores mue pudiesen participar en
la respue

.ij). s

enlsUs concentraciones Sptimas de sacarosa (75 - 250

Zarsn.los siguientes experimentos =on FES vy manitol,

8 Ccon EoS concentracicones de sacarosaz; 20 mbl con el fFin

cnnJultanen+

‘de rproporcionar suficientes carpohidratos para que se supere
parciamente el bajo vigor de ias plantulas y 100 mM en el caso de
nue la concentracidn de 20 orl no fuera suticiente para superar el

det+icit =nergetico.

G.3.3.1.- Femspuesta a concentraciones bajas de sacarosa.

iia acumuiacibn o2 betaci1aninas =0 presencia de 20 m o

0

—_—

SACsrosa, tuvVo un EUNto maximo a 0.35 A de FEG Fig. 19, 1o cua
carresponde a un potenci=z! Karico de —0.%4 pMfFa. La acumulacion de

hNetacianinas tue solo de un 10X respecto al control.

Fzra estas condiciones se determind también el potencial
asmotico vFig. 200, resuitanno de 0,035 MFa el cambio ae
potencilales entre las condiciones control Y las de estreés

eEmhtico.

A concentraciones bajas de sacarposa (Fig. %) no se presentd
acumuliacion de betacianinas & ninguna concentnracidn manitol par
lo cuR’l se considero que No NAay rEspuesta pajo ningun agente que

proouce PsEtras e cdeficit e agua (FEG o manitols.

Recpachtn Al ajysste osranioo, la respuesta presentana §DRJ0
=2stas condic:ones, =2n FEG, = minima, llegando a ser de — Q.61 MPa

2N UN’ soiucidn de pot=2ncial osmotico de — Q.91 Mpa, en 1 medio,
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FIG. 19.- ACUMULACION DE BETACIANINAS EN PLANTULAS
DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD,
DESFROVISTAS DE RAIZ, DESPUES DE S HORAS DE
ESTIMULO LUMINOSO Y BAJOD EFECTO DE AGENTES
ESTRESANTES PEG (-.+..? Y MANITOL (=X-) A
CONCENTRACIONES MINIMAS DE SACAROSA (20 aM). La
concentracién de PEG se ajustd a una concentracidn
(%) tal que genera un potencial osmdtico seffalado.
Cada punto corresponde a tres experimentos
independientes con tres repeticiones.
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POTENCIAL OSMOTICO (MPPa)
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FIG. 20.— AJUSTE DE POTENCIAL OSMOTICO ENM PLANTULAS
DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD
DESPROVISTAS DE RAIZ DESPUES DE S5 HORAS DE ESTIMULD
LUMINDOSO. Estas fueron puestas en presencia de
sacarosa 20 mMolar y diferentes concentraciones de
PEG las cuales proporcionan el potencial seflalado.
Cada punto corresponde a el promedio de tres
determinaciones con dos repeticiones cada uno.



mientras qus en . prpqenrla de sararnpsa s0la (Fig. 17) el ‘potencial
osmitico baJa a = 1.2 MPa bajo las mismas condiciones' de_neStrés

(—u..i‘wpa)

ne:ner‘n 8 hipstésis planteads estos reszultaoes * pudiesen

JmnlerV lé nec Sldad“ae anaporte carbonado  alto para  que ia

4anu1ac'0n'ne PETACIANTINSE 86 Jiéve 3 cabo.

.Q._;‘ Respuesta a concentrac1ones altas de sacarosa

s nJAnrulaq LR somet1=rnn a un exnceso de  sacarosa

mé £imo de

3 .-L!EH‘IHD

acumulacien de betacianinas se
D.75 %

puntn

0N.5 v

entre,

“La presencia de una’concentracién de 100 mM de sacarcsa en el
médio yimanitol (Fig 21) 7 se praduJo una . respussta positiva de

a:umulacxén e betac‘anlnas c=51 nula.

En la Fig. 21 otiservamos que la acumulacidn maxima de
hetaciamnas se did a una concentracion de 100 @ del agente
asmetico sumado a la sacarosa 100 oM o sea, a una concentracién de

200 o mM o ge osmolitos totales en el medio (=0, 4489 pMFay, te cual

TRiNCY Ne COn LA respuesta en presencia e sacarcsa sola it1q.

i3y, En este caso el agente osmotico produjo una respuesta positiva
e UV mas g8 acumulacion de betacianinas, aunque =sta  fud mL nima
comparada con ia respuesta dada en presencia de sacarosa

unicamente., la cual llegd a un 100 % de incremento (Fig 19).

£l potencial osmdtico en el cual se da la respuesta maxima es
ae —0.44%9 MFPa gue equivale a una concentracidn de 200 mt de un
osmolito monoidnico, en este casce dada por 100 mM del " azucar
(-0, 224 MPa) v otro tanto de FEG. De estos resultados podemos
carroborar que alrededor de ~0.44%9 MRPa se encontrd el punte
Sptimo ae resousRsta a dstres. La determinacidn o= peso seco (Fig.
18) sn diferentes concentraciones d2 sacarosa =ola apoyva ésta
hipotesie va gue fLampien la respuesta maxims de  acumulacidn de
osmoLItos Se encontrd €n este potencial osmdtice o concentracion

de sacarasa.

i
a-
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0.10+

0.04
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FIG 21.— ACUMULACION DE BETACIANINAS EN PLANTULAS
DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD
DESFPROVISTAS DE rRAIZ DESPUES DE S HORAS DE
ESTIMULO LUMINOSGO, BAJO AGENTES ESTRESANTES PEG
(ewtoa) ¥ MANITOL (—X-) A CONCENTRACION DE 100 mM
DE SACAROSA. LLa cantidad de PEG se ajusts bajo
los criterios de la grafica anterior. Cada punto
eguivale a dos experimentos independientes con tres
repeticiones.
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£n presencla de: man1t01 y sararmsa 1UU miv como

de azucar basal (Flg.,“ 'respuesta que se‘,nbfuvd 

que ia cthnlda can PE“ 1 manltol es una molécula

puede: penetrar

Detac1an1nas va un este nuede part1c1par en el
‘las pléntulas (blav1! ;977). !

Ia sinteslsﬂa

metabalismo:da

: vEé¥a?rnSpue5ta, en presencia‘de‘méﬁitoj:y sacaroesa 100
ml,  tuvo un nuntm méximo,'dé, acumulacxén ‘dev betacianinas =a

vDDtEnClaleS osmét)cus mas altos de - 022 MPa. el cual correspongs
A una smluclén‘ de iq—IUU‘ mit ;de  un Démo11to con  grado de
disociacidn de-uno, lo-cual.gueda en: El rango- de notencial oe agua
donde se da la respuesta éptlma de acumulaclén de betaciamimas en

presencia de FEG v sacarosa. 100 mM.

£i ajuste osrotico puede ser otro andicador de la

respuesta positiva al estrés, nor o qgue se determinaron los

potenciales asmobticos que se alcanzan en presencia de
sacarosa 100 mM (Fig. 22). S5e agbservd que alvrededor del punto
maMimo de acumulacion {(-0.3% — —-0.48 MFa) se gid tambien el aiuste
OSM5TICO mayor como respuesta al potencial asmotico ag=l meaio. Se
consi1oerd 9sTno Como una prusba positiva mas a ravor de gue
alrrededor de —0.44 MiFa 32 did la respuesta maxima de acumulacién
e betaclianimas A 2 potenciales osmyticos  bajos (generadores de

estreées de c2ficit de aguas en este mnodelo.

5.5.3.3.— Respuesta a potenciales osmoticos canstantes.

SFUESTA A CXONCENTRACIOMES OE SALLARDSA Y FEG AJUSTADOS A UM

MISMD FOTENTIAL OSMOT Dl

s& gbhszcsve un aumento iineal en el contenido

e la Fig.
dJe petacianinas respecto & la concentracidn de sacarosa hasta 120

mit, concentraciones mas altas prasentaron la misma acumulacidn.

ch
i



POTENCIAL OSMOTICO DE LA PLANTULA (MPa)

P e

0.2 -03 -0.4 ~0.5 —0.6 -0.7 —0.8
POTENCIAL OSMOTICO EN EL MEDIO (MPa)

Fi6. 22.—~ AJUSTE DE POTENCIAL 0OSMOTICO EN PLANTULAS
DE Amaranthus hipochondriacus DE TRES DIAS DE  EDAD
DESPROVISTAS DE RAIZ DESPUES DE S5 HORAS SE ESTIMULD
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 can dos
repeticiones.



nM DE BETACIANINAS/HIPOCOTILO X 10 E-1
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FIG. 23.— RESPUESTA DE ACUMULACION DE BETACIANINAS
A yH,0 COnN PEG-SACAROSA  (+) 0O  MANITOL-~SACAROSA

(.X.), EN PLANTULAS DE Amaranthus hypochondriacus
DE TRES DIAS DE EDAD DESFROVISTAS DE RAIZ, DESFUES
DE S5 HORAS DE ESTIMULO LUMINOSO LAS PLANTULAS SE
INCUBARON EN EL MEDIO HASTA COMPLETAR LAS 24 h. La
concentracién de sacarosa en el sistema esta
completada a un potencial osmdético de 0.449 Mpa con
PEG (lo cual corresponde a una concentracidén de 200
mM) . Cada punto equivale a tres exper imentas
independientes con tres repeticiones



ZFECTO DE MANLTOL Y SACARUSA A FOTENCIAL: OSMATICO CONSTANIE.

En.presencia de manirol sk opservée gue la :respuesta  de

ac@mui cior

‘deheracianinas. fus lrneal:respecto.ayla concentracicon

de ‘sacarosa’ Y, Jaungue en’su magnitud fue o micho | mis bajs

que .’ iren’ iillos Crasos” Tanteriores, 0.0l4- nholes de

hetactanina/nipocotilo. comd concentracisn  mixima de acumulscisn
para este caso. L{ respuesta de ajuste de potencial osmstico (Fig.

24)»'preseni¢ "ca?écterisulcas simiiares - a. la respuasta de

betacianinas

Al utilzzar;manltéircomn agente generador de estres v ajustar
a un mismoe QntenciaI hldrico,'ﬁo;se,nrésehté respuesta en funcidn
gel potensial’ hidrico va “gue’” las’ Concentraciones obtenidas de
betacianimnas Ffueron muy bajas (G.uos - 0,014 rMoles/hipocotilo)
comparadas con las oehtenidas con sacarosa—-PEG (0.018 - 0,022
nMntas  de netacismnas/hipocoty o, Fig 23). L.a respuesta se
prasentd lineal en +tuncidn de la concentracion e sacaronsa pero
SETO pucin Ses demign A erectrn nrotector Az sacarosa ante

conRdiIcInnes agversas comc 1o raennrta koster L EE) para ntros

sSr1S=Temas.,

i.os recsittados oprtenitdos en las plantulas de amarancte de tres
dias e &020 510 Fal§d o fueron similares a3 1o0s obfenrans nor Sakoata
{1787h0) = cultivos de ceiulas en suspensieon de Fhytolaccas

americana. . Sakuta encontrd aue a concenftracionss crecientes de

arosa ¥y ajustadas 2 un misma potencial asmotico (=0, 7 MFa) con

manitol, la respuesta es lineal respecto a la concEntracidn de
csacaroca, hasta una concentracidn de 88 mM. aunaues los modelas
utilizados =ean tan diferentes ambos tienen un puntc maximo de
raspussta tanto en concentracidn minima de sacarosa . como  en

potencial hdrico

=1



POTENCIAL OSMOTICO ALCANZADO

-0.21
-0.41
-0.6-
-0.81
-1
-1.21

“1 .4 v T T T 1

0 50 100 150 200 250
CONCENTRACION DE SACAROSA
FIG. 24.— AJUSTE OSMOTICO A yH, 0 CONSTANTE (—0.449
MFa AJUSTADO CON PEG (—+-) O MANITOL (-X-) A

CONCENTRACIONES VARIABLES DE SACAROSA) EN PLANTULAS
DE Amaranthus hipochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD
DESFROVISTAS DE RAIZ, DESPUES DE S HORAS DE
ESTIMULO LUMINOSO E INCUBADAS POSTERIORMENTE FOR 24
h. Cada punto corresponde a un experimento con dos
repeticiones.
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5.3.4.-PARTICIPACION DE LA SACAROSA coma APORTADOR DE
FOTOSINTATOS EN LA ACUMULACION DE BETACIANINAS .

51 se comparara la magnitud del incremento de acumulacien de
beEtacianinas an plaptulas de Amsranthus pvpochondriacus de tres
dias de edad sin ratz, en presencia de sSacarosa, con 1a que se
obtuvo a 2se mismo potencial hidrico en presencia de sacarosa vy
PEGB, la diferencia de respuesta Fud de uwun 40 a un 1007 de

1ncremento. La sacarosa pues tiene . un papel adicional al de

proporcionar - un  potencial namotico, coma puede ser el e
proporcionar un - considerable ‘aporte energetico (Ackerson, 1%01,
Okazaki. et - al,” 1987, UOsuna. 1987, Schwab vy Gaff, 1985,
Spvropoulos., 1982 vy morgan  1984), A +in  de combrobar ssta
posibitrdad, se determind la concentracién'ﬁe zUcares alcanzada

en la plantula en  presencila -ge-.diferentes concentraciones de

sacarosa en el medio (Fig.

ta cantidad ce sacarosa calrculada por gramo de tejlido fresco
-an las plantuwlas incubadeas en condiciones de sacarcgsa baja (20
aM), fue de & ug vy disminuyd ligeramente cuando estas se incubaran
a concentraciones mas altas de sacaronsa (fig. 2589). Esto descartz
ia posivilidad de que fuera la presencia de sacarosa interna (2n
1a plantuiar, lo oue provocd el aumento de betacianinas. De las
posibiligages presentadas tambiéen se descartd gue se preaesentara un

2fecto fNsmeprotector 2n este Caso.

La respusesta ue acumulacidn de carnohidratos reductores
directos tTue proporcional & la concentracidn de  sacarosa en el
medio, al igual que caroonidratos totales {(+ig 24), lo cual indicd
oue a medida que la respuesta ce acumulacidn de  betacianinas  fué
positiva existid una mayor ‘tdisponibilidac de +otosintatos
rzactivos, gue pudieron ser glucosa y fructosa. Esto sugisre  gue
cuando entro la sacarosa a los tejidos de la plantula se pudo

hidrolizar en sus componentes, glucosa vy fructosa.

S22 getermnind también fa concentracién de azucares solubles
totales en respuesta a estrées de deficit de agua pajo potencial
ozmnotico cornstants en presencia de FEGL o manital ajustados a

-0, 445 MFa, ‘F:in 246). S obserwd gue 105 rangos fde  acumulacién

&3



ng DE AZUCAR/g DE TEJIDO FRESCO

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
CONCENTRACION DE SACAROSA (mM)

L—-— TOTALES —— PARC.  --— SAC. J

FI16. 25.- ACUMULACION DE CARBOHIDRATOS EN LA
FLANTULLA EN PRESENCIA DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
SACAROSA EM ELL MEDIO DE INCUEBACION, EN PLANTULAS DE
Amaranthus hypochondriacus DE  TRES DIAS DE EDAD

DESFROVISTAS DE RAIZ DESFUES DE S HORAS DE
ESTIMULO LUMINOSO. Las plantulas sin rat=z +Fueron
incubadas bajo diferentes caoncentracianes de

sacarosa despuss de un estimulo de 5§ haras de luz y
las determinaciones realizadas fueron carbohidratos
reductores totales (%), reductores directos (x) Y
su diferencia se asume como sacarosa (+). Cada
punto corresponde & un experimento can tres
repeticiones.
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CONCENTRACION DE SACAR0SA
FIG. 26.—- ACUMULACION DE CARBOHMIDRATOS SOLUBLES

TOTALES A wH_ O CONSTANTE AJUSTADO CON  PEG—SACAROSA

{(—+—) 0 MANITOL-S5ACARUOSA (-X—), EN FPLANTULAS DE
Amaranthus hipochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD
DESFROVISTAS DE RAIZ, DESPUES DE S HORAS DE
ESTIMULO LUMINOSO INCUBADAS FPOSTERIORMENTE 24 h EN
OSCURIDAD. Cada punto corresponde a un experimento
con dos repeticiones.



maima  de azUcares. solubles. (Fig - 2&), son  paralelos’ a. .da.
acumulacion de betacianinas (fig - 23) en condiciones isimilares.
i

Esto presenta uns evidencis positiva ‘de que la . disponibili

carnghidratos, contribuyé.a: gue . se-:presentara--unasiacumuiacién

mayor: de'betacianinas. - ; AR R [ N O
. :Lé acumulacién de carbohidratos ‘snlublesf‘(Fijﬂ 26) o fue
proporcienal al potencial osmético alcanzada (Fig 24y  ﬁebido a
estetharalelisma podemos pensaf que’ la acumulacison de'éérﬁbhidratos
e§ ﬁha de. las réspuestas posibles - en el ajustEA ﬁsmétidob en
Amaranthus  hipochondrliacus como- respuesta a estrés de ~déFicit de

agua,. como. sucede. N 0LF3s especies vagetales (Morgan, 1984}.
DETEEMINACIUN;DE BETAC1ﬁN1NAS i PRESENMUCIA DE GLUCDSA. Y. FRUCTOSA

Se determins la acumﬁlacién de betacianlnés como  funcién de
cohcentrac1onés érecientes de glucosa y de fructeosa pensando que
estos aTucares pusden también preporcionar el carbono necesario
para la sintesis de betacianinas. Se encontrd que Ia respuesta
(Fig. 27) no se presenta ni con el mismo patrdn. ni1 en la misma

magnitud gue con sacarosa (Fig. 139).

ta acumulacion de betacianinas @n presencia  de fructosa fuée
nulia v esto correspondld a las medidas de crecimiento =2n peso tresco
vy neso seco en aonde tampoco hubo respuesta (Fig 289). cs=ta falta de

crecimiento puede ser la causa de que no se presentara una respuesta

NasItiva.

L respuesta con gilucosa fud positiva v li1gera nasta 100
mii «Fig. 27), probablemente porque en este caso este azdcar  si
nuege dar un aporte energetico a las plantulas, 1o gque se traduje

2N crsEcimiento, medido como peso fresco (fig. Z8).
MODELG DE Le PARTICIPACION DE ESTRES DE DEFICIT DE AGUA Y
CARBOHIDRATOS EN LA ACUMULACLON DE BETACIANLNAS.

La ~espuesta en los diferentes modelos estudiados pudo

degerse & cambios en ia disponibilidad oe ios  carpbaohldrato=s

bé&



nM DE BETACIANINAS/HIPOCOTILO*10E-1

0.144

0.121

0.10

0 50 100 150 200 250 300 350 400
CONCENTRACION DEL AZUCAR (mM)

Flg. 27.- RESPUESTA EN LA ACUMULACION DE
BETACIANINAS EN PRESENCIA DE GLUCOSA (x) a
FRUCTOSA (+) EN PLANTULAS DE Amaranthus

hypochondriacus DE TRES D1AS DE EDAD DESFROVISTAS
DE RAIZ DESFUES DE $ HORAS DE ESTIMULO tUMINOSO.
Las plantulas fueron incubadas en oscuridad por 24
horas en presencia de los azucares sefialados Cada
punto carresponde a 3 experimentos independientes
con tres repeticiones.

67



PESO FRESCO mg ()

PESO SECO mg (.....)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

CONCENTRACION DEL AZUCAR (mM)

—m-— FRUCTOSA —— GLUCOSA —— SACAROSA

FI16. 28.—~ EFECTO DE DIFERENTES AZUCARES SOBRE PESO
FRESCO, PESO SECO A DIFERENTES CONCENTRACIONES. EN
FLANTULAS DE Amaranthus hypochondriacus DE TRES
DIAS DE EDAD DESFROVIGSTAS DE RAIZ DESPUES DE S
HORAS DE ESTIMULO LUMIMOSO. Las plantulas se
trataron como en los experimentos anteriores vy se
incubaron con los azdcares sefialados. Cada punto
correspande a dos experimentos independientes con
tres repeticiones cada uno.

&8



causadns por.. el estres (Jones 1981). En plantulas— completas. 1a
rai , puede promover por' med*o 'de' éstihulds;v hormonales la
mov111 acisn. de reservas fe los cotiledones. En plantulas Sin rat =
que han‘reribido el "estimula“ de cinco horas de ’IQ;,l éste pudo
proporc1onar uha cantidad basica dde cérboﬁldééinsb para ‘lé
’b\DElDtESIS de metabolitos secundarlns. bn pldntulds intuﬁédés 2n

un’ medio con sacarosa, este azucar proporc1ona la potencxalldad para

la sintesis de betacianinas como sn:ede ofrDS metabolatoa

secundarios (Discomo v Tnwers, 1954)%
Reiacxonanda‘ estas caracterl‘t1ca pléntulas con lo
ancentradoen EVﬂlantes (Flgf 's bllldad de que en
¢ste - casolas respusstas fu‘ } AL potasio y/0
carbqhidratos.‘Mbrgan (1984) in‘; [ stos - compuestos  pueden
movilizarse: o cambiar 5Q5i3¢qncgnt ac 6hés acumuliandose como

Dsmorequladores en estrés.rﬂtra; .gue apoya esta hipstesis

es que la presencia de potaslo uYs putenc1ales osmdticos altos
provoca un aumento en la arumulac1én de betacianinas en plantulas

S1inn raltz de amaranthus Laudatusrihlllot 1979 a y hbt.

Depido a la influencia ' de estos parametros sobre la
zcumuiacion de oDRLTacininas  se: propuso el siguiente modelo de

camportamienito:

[MEY4
|
|
ESTRES DE DEFICIT DE ABUA: . i
SUMENTO EN LA DISFONTIERILIDAD l
DE CARBOHIDRATWS - |
|
|
€+

AUMENTO EN LA ACUMULACION
DE BETACIANINAS

o9



5.4.- CINETICA DE ACUMULACION DE BETACIRNINAS EN " CONDICIONES DE
RESPUESTA OPTIMAS

Coms altimo objetivo’  se  propusa. conocer la cindtica  de
atumulacidon de Detacininasf'en7 estrés némética por lo que se
nrocedio a esruazar suU acumulac1én v cuantificar ta actividad de

1a snzima decolorasa a 10 largo GEl ‘tiempo. vy conocer si es la via

riegradativa o ia ruta ;on'tn;et1ca la gue estad regulando la

acumulacion e betacianinas’ ooservada.

. ; Cuantiticacilon oe getacianinas (=4
sl HpcATY =

D

incubacion..

Como lo muestra la figura 29, la concentracidn de betacianinas
se incrementd linealmente durante =1 periodo experimental a las
Tres concentracion=2s de sacarosa probadas. La concentracién a la
que se llega en las cendiciones antes mencianadas, pudo deberse
a dos fendmenos, un  aumento de la biosintesis, o bien una

disminucidn de la aagradacidn.

tnrasa

L1934; real:

2 un estudio sobre la enzima oscolorasa

ae tas petacianinas y encantrd que tiene un pH HSptimo de .4, Con
este mecnno se trabajd obteniéndose una cindtica de reaccion que
presenta inhibilcien en un periodo ceorto de tiempo  llégando a3
inactivares totalmente (Fig 30). Elliot no reporta este tipo de
inN1IDiCciGn $1n embargo menciona que dependiendo de la concentracion
de proteina gque se ponga =i 21 ensayo tiene un  periodo de
retardamiento para que se presente su actividad, de lo cual se
supone gue esta enzima, ¢ compleic de enzimas, tiene una cingtica
no Michaeliana cuyas variantes oo presentan de acuerdo a las

condiclones de exutraccion vy en el sistema qgue se estugie.

Fara poder realizar nuestro astudio se decidid tomar ia

penolente de ipos primeros

seqgundos de actiwvidad enzimatica
comn la actividaa de la enzima en las condiciones del ensayo. Fara

exuabiecer 1as

EntraACIOonses Necsesarlas 08 SUSTFAato S8 gBTermlrD

ia verlaoldan 20 Teoglon e BATFACIOMES varlablas £8 SUSTrato




nM DE BETACIANINA/HIPOCOTILO *10E-2

13

11

6 8 105 13 16 20 21 24 27 30 40
TIEMPO (h)

FlG. 29.— CINETICA DE ACUMULACION DE BETACIANINAS
EN SOLUCIONES DE SACAROSA: (.X.) 400 mM; (-8-) 20
mtly (.+.) 200 mM. E1l tiempo considerado es desde
que las plantulas se comenzaron a cortar dandoseles
5 horas de incubacién bajo luz y el restoc bajo
oscuyridad. Cada punto representa dos
determinaciones independientes con tres
repeticiones.
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DIMINUCION DE DENSIDADES OPTICAS

.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
TIEMPO (MIN)

F16. 30.— ACTIVIDAD DE LA ENZIMA DECOLORANTE EN
FUNCION DEL TIEMPO DE ENSAYD. La concentracién de
sustirato proporcionada es § veces la Km reportada
por Elliot et al (1983b) y S0 mg de proteina.



(Fig. ~1). dcnde a 7 nholes de betaclanlna el slstema se - encnntré"
saturado por lo que se ut111‘ar0n ls‘nmo'es de sustrato por ensayn
{gue ccrrespond’n a 1 6 densidades éptlcas de’ anqorbenc1a). para

aSFgurar que el slstema estuv1ese qaturado de sustrato.

Se determlno 1la act1v1dad especiF:ca de “la enzima decolorasa

(Fig 41) a las: 45 vy zd nrs ‘de 1ncubac1én de. las plantulas en 1la

dlrerentns cwncpnt"ac10nes de sacarosa ya que en estos tiempos se

nresenté}dlferent estquo de c1nét1ca de acumutlacidn (fFig 29).

i Ge’ observé “ambios presentados con altas v bages

ranlenr ac Qn [ rdEé. no rueron significativos, de o cual

hs‘la ruta ‘bipsintética la que podria regular la
‘de‘

condiciongs ‘estudiadas

Duao 1nFe

concentrac sn betacianinas presentaga en las aiterentes

De la resrpuesta pbservaaga en ambos modelos tewplantes v
plantulas), se pudo concluir que 21 potencial osmdtico bajo, come
agente productor de estrés de deficit de agua, fue lo que prodoio
una mayor acumuliacidn de bestacianinas, cuya intensidad varid
depesndiengc del agente osmdtico Yy concentraciones de azducares

utilizadas. TO aporta una evidencia a favor de la hipdtesis

nianteads.

Esta mayor acumulacion de peracraninas no  solo  fué  funcidn

1 potencial osmotico sine tambien  fué infiuenciaga por la

presencia de luz, la naturaleza de este fendmeno gueda aun por
resolvarsa. La luz puede provaocar un aumento en la acumulacién  de
carpohidratos o0 puede estimuiar a focoreceptores a alta i1ntenstidad
tuminosa. ~or los resultados obrtenidos en =@ modelo de plantulas

aueda probado gue la gresencia o2 cantidades sltas de fotosintatos

{100 @l de sscargsSsr causaron comno raspuesta una mayer acumulacidn
de petacianinas despuses de un pEriodo de esti mulo lumineso, que
pudo aorovocsr dna acumulacion mayor de aszucares via fotosintesis.

Seria necesario probar 2t papel d= este estimuio en la respuesta.



ACTIVIDAD

0.05
0.045- —
0.04-
0.035-
0.031
0.025-
0.021
0.015-

0.01+

. 5 T T T L 3] T L) T -
0.00 0 02 04 06 038 1 1.2 14 16 18
CONC. DE SUSTRATO (D.CPTICAS )

FIz. 31.~ CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA
ENZIMA DECOLORANTE A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
SUSTRATO. EN FLANTULAS DE Amaranthus
hypochondriacus DE TRES DIAS DE EDAD DESFROVISTAS
DE RAlZ DESPUES DE 5 HORAS DE ESTIMULO LLUMINOSO.
Ver materiales y métodos .
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ACTIVIDAD ESPECIFICA *10E(-3)

N
(42

20+
151
104
% 5 10 15 20 25

TIEMPO (h)

FILG. 32.— ACTIVIDAD DE LA ENZIMA DECOLORANTE EN
FLANTULAS DE Amaront Aus hypochondriacus DE TRES
DIAS DE FEDAD DESPROVISTAS DE RAIZ INCUBADAS EN
QIFERENTES CONCENTRACIONES DE SACARUBA DESPUES DE S
HORAS LE ESTIMULGO LUMINOSO HASTA COMPLETAR 24 h.
jas concentraciones rueron (——4A——) 300 mp: | S
Log mM: (_x_) 20 mM.
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~def edad desprov1atas.

la

. del pntenc1al
Suluciéh} del aqente urodurtar de n:rrés (th o mah1+nl) La
|ﬁncnnrxac16n de arﬁohldrafns an el mediu‘ 2 nv Lt m [=}

Concentrastones vailah&ea ‘de. sacarosa),  be o las Cconclusiones  de
este objetivo. evaliuar la respuesta. bajo diferentes  potenciales

NSHSEICQS Y EEnoer

sinnes. o carhohidratos,  ose’ prusba rpe
efectivamente 2l potencial gsmhtico v el apdr*e‘ carbonado  tienen
1ntluencia 2ohre’ la acumitacion dn thacxanlas como se 2ouncia  2n

P2 mpcresis e mene ernaﬂn.

Los . &% conorer  ta  cinetica  de

acumilacion prueban

] que asta  fur Dpaulatina,
independientemente. del <‘ e - se 1ilegue, v gue la relacion
en gque ditoen. gl o gebida a ia reguiacidn en ia

biosl ntesis’ ya que:: ‘tivldéd;ehzlmética decolorante nao cambia

signlficatlvamentéjen el t mpa,durante el periodo estudiadoe

£l rampmrtam Enfm Jobhservadeo. en o ambhos  moosios mpova ia

ipdtmsis nlAnfeacaf
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CONCLUSIONES -

2-f Ln pléntulas de tres dids ce edad,, Sun; eszimuln 1um1nosn de

‘3 horas, ambien se presentd mayar acumulacxﬁn de thac1an1na5 en
condiciones de sequia (potenciales Dsmétlcns baJDS)-

En presencia de Sacarosa, ia cual proporciona
fotosintatos al sistema, las plantulas: sin ralz  acumularon mas
betacianinas bajo un potencial osmdético de —-0.349 tiFa (en
condiciocnes de céficit de agual.

En condiciones similares de potencial osmdtico producido por
manitol o FEG juntamente con sacarosa, ho se did el mismo aumento
que con sacarcsa sola de lo que se infiere gque sacarosa presento

un efecto especial.

3.~ Con otros azucares: glucosa ¥y ftructosa tampoco causarcn  ia
misma respussta de acumulacidn de betacianinas gque sacaragsa sola,

annque st la misma tendencia en el nambio de neso fresco y seco.

4,— tLa scumulacion de netacianinas se di¢d gradualmente con
respecto «i ciempo de estres.

faje las conoiciones estadianas, no  fhubo  cambiros  en
actividad de la enzima decolorasa., 1o que sugrersa que es la ruta
de piosintesis la gue regularia la acumulacidén de betacianinas.
S.— For los resultados de estos experimentos se encontrd un modelo
en el gque se puede estudiar como influyen la luz, la fuente de
fotosintatos y el potencial osmético en la acumulacidon de

amarantina.

Los resultados de los esxperimentos apoyan la hipotesis

&,
planteada.
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