
00381-
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MÉXICO 

POSGRADO EN CIENCIAS 
BIOLOGICAS 

FACULTAD DE CIENCIAS 

"Estudio de la inducción de la síntesis de 

betacianinas en hojas de betabel (Beta vulgaris) 

por la herida y la infiltración con bacterias" 

T E S I S 

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE 

DOCTORA EN CIENCIAS 

PRESENTA 

GABRIELA SEPULVEDA JIMENEZ 

TESIS CON" -
· FALLA DE ORIGEN ' 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 





Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez 

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLÓGICAS 
COORDINACiÓN 

Director General de Administración Escolar, UNAM 
Presente 

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunión ordinaria del Comité Académico del 
Posgrado en Ciencias Biológicas, celebrada el día 20 de septiembre del 2004, se acamÓ poner a su 
conslderaclón el siguiente jurado para el examen de DOCTORA EN CIENCIAS de la alumna GABRIELA 
SEPÚLVEDA JIMÉNEZ con número de cuenta 80178419 Y numero de expediente 75584, con la tesis titulada: 
IjESTUDIO DE LA INDUCCiÓN DE LA SINTESIS DE BETACIANINAS EN HOJAS DE BETABEL (Beta 
vulgarls) POR LA HERIDA Y LA INFILTRACiÓN CON BACTERIAS:;, bajo la dirección del Dr. Mario Rocha 
SOS8. 

Presidente: 
Vocal: 
Vocal: 
Vocal: 
Secretario: 
Suplente: 
Suplente: 

Dr. Víctor Manuel Chávez Ávila 
Dra. Gladys Cassab López 
Dra. Ana Carmela Ramos Valdivía 
Dr. Jorge Eduardo Campos Contreras 
Dr. Mario Rocha Sosa 
Dr. Rodolfo de la Torre Almaráz 
Dr. Vlctor Manuel Valdés López 

Sin otro particular, quedo de usted. 

Atentamente 
·POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU· 

Cd. Univer,)itaria, D.F., a 11 de septiembre del 2004. 

e.c.p. Expediente del interesado 

osé Morrena Lupi 
nador del Programa 

nafa\ de Bibliotecas de la 
~utor\lO a I1 Olrecclbn G:\~ f¡\~\r6niCO e ill\pftto el 

UAA" , ditur.dlr 1111 fof1ll . .... 10 recepclonal. 
d mi tr8\)~' . 

contenido .6 , .; . 

NoMBRE: 



el 

de 

El presente 

Departamento 

Plantas 

Biotecnología 

trabaj o se realizó en 

de Biología Molecular 

del Instituto de 

de la UNAM, bajo la 

dirección del Dr. Mario Rocha Sosa. 



RECONOCIMIENTOS . 

./ A la Dirección General de Estudios de Posgrado (DGEP) de la Universidad Nacional 

Autónoma de México por el apoyo económico recibido a través de los proyectos de Tesis 

Doctoral (PAEP 201328 y 201329) . 

./ A la Comisión de Operación y Fomento de Actividades Académicas (COFAA) y al Comité 

Técnico de Prestaciones a Becarios (COTEPABE) del Instituto Politécnico Nacional por la 

beca otorgada durante la realización del trabajo . 

./ Al Dr. Mario Rocha Sosa, quien dirigió esta propuesta y con el que compartí 

enriquecedoras discusiones, que nos llevaron a alcanzar nuestras metas . 

./ A los miembros del comité tutoral: 

Dra. Gladys /liana Cassab López 

Dr. Rodolfo de la Torre Almaráz 

Dr. Mario Rocha Sosa, 

que con sus críticas y comentarios no solo enriquecieron el trabajo, sino también mi 

persona . 

./ A la Dra. Helena Porta, que con sus puntos de vista también fortaleció este trabajo . 

./ A las Biólogas: Lorena López y Magali Zacarias del IBT por todo su apoyo técnico en el 

análisis por microscopia . 

./ A la Biol. Patricia Rueda Benítez por todo su apoyo técnico en la obtención del ARN y en 

los tratamientos que se hicieron a las plantas. 

Gracias por tu amistad . 

./ Al Dr. Mario Rodríguez Monroy del CEPROBI-IPN, por toda su colaboración en el manejo 

de los cultivos de células . 

./ A todos mis compañeros del laboratorio del Dr. Mario Rocha/Dra. Patricia León por todos 

los momentos que compartimos . 

./ A mis compañeros (docentes y no docentes) del CEPROBI-IPN, que de una forma u otra 

me brindaron su apoyo. 



DEDICATORIAS 

Este logro es el producto de la constancia de la 

familia Rodríguez Sepúlveda: 

Mario, el compañero de mi vida 

y 

nuestros hijos: Mario César y Martha Eloisa Rodríguez Sepúlveda, 

que son lo más importante y valioso de nuestras vidas. 

Con cariño a mi hermano Heleodoro ya mi cuñada Silvia, quienes me 

brindaron su casa, apoyo y cariño en el inicio de este proyecto tan 

importante de mi vida. 

Con cariño y orgullo: 

A la Universidad Nacional Autónoma de México 



CONTENIDO 

NOMENCLATURA 

1. RESUMEN 

2. ABSTRACT 

3. INTRODUCCION. 

4. ANTECEDENTES. 

INDICE 

Página 

1 

3 

6 

8 

4.1. La respuesta de defensa de las plantas a la herida y al ataque de 9 
microorganismos 

4.2. Generalidades de las betacianinas. 15 

Distribución. 15 

Estructura y características químicas 17 

Biosíntesis. 21 

El cultivo de células vegetales como un modelo de estudio de la síntesis de 23 
betacianinas. 

Función biológica. 27 

Actividad antioxidante 27 

5. OBJETIVOS 30 

6. RESULTADOS 31 

6.1. Betacyanin synthesis in red beet (Beta vulgaris) leaves induced by wounding 33 
and bacterial infiltration is preceded by an oxidative burst. 

6.2. An UDP-glucosyltransferase of red beet (Beta vulgaris) is induced by 44 
wounding and bacterial infiltration. 

6.3. Efecto del metí! jasmonato en cultivos verdes de B. vulgaris en suspensión 68 

6.4. Análisis de la expresión diferencial de los ADNc obtenidos de los callos 71 
verdes y rojos de betabel. 

7. DISCUSION GENERAL 

7.1 Las betacianinas: ¿Cuál es su posible participación en la defensa de las 85 
plantas de betabel sometidas a la herida ó a la infiltración con bacterias? 

7.2 ¿Las especies reactivas de oxígeno y el metil jasmonato son parte del 87 
mecanismo para inducir la síntesis de betacianinas? 

7.3 El fragmento de un gen de una glucosiltransferasa codifica para una enzima 89 
probablemente involucrada en la síntesis de betacianinas. 

7.4 El ADNc de la clona 18 que se expresa diferencialmente en callos rojos y 90 
verdes de betabel codifica para una proteína rica en glicina. 



8. CONCLUSIONES 

9. PERSPECTIVAS PARA TRABAJOS FUTUROS 

10. BIBLlOGRAFIA COMPLEMENTARIA 

ANEXOS 

93 

94 

96 

1. La participación de los metabolitos secundarios en la respuesta de defensa de 104 
las plantas 

2. Crecimiento de bacterias "in planta" yen cultivos líquidos con y sin betanina. 113 

3. Purificación y obtención de la curva patrón de betanina. 117 



NOMENCLATURA 

En este estudio, hay siglas de las abreviaturas que se mantuvieron en el 

idioma inglés o español de acuerdo a la frecuencia con la que se usan en el 

vocabulario científico. En el caso de los términos que se conservaron en el idioma 

inglés, éstos se muestran en el texto entre comillas y en letra cursiva. 

ADN 

ADNc 

ARN 

ARNm 

d.i 

dCTP 

dGTP 

DNasa I 

dNTP 

Dopa 

EDTA 

ERO 

GT 

HPLC 

HR 

nm 

oligodC 

PF 

poliG 

PR 

Acido desoxirribonucléico 

Acido desoxirribonucléico complementario 

Acido ribonucléico 

Acido ribonucléico mensajero 

diámetro interno 

Trifosfato de desoxicitidina 

Trifosfato de desoxiguanocina 

Desoxirribonucleasa I 

Trifosfato de desoxinucleósido 

L-3,4-Dihidroxifenilalanina 

Acido etilendiamino tetra acético 

Especies reactivas de oxígeno 

Glucosiltransferasa 

Cromatografía de líquidos de alta resolución 

Respuesta hipersensible 

nanómetro 

Oligo-desoxicitidina 

Peso fresco 

Polímero de guanidina 

Proteínas relacionadas a la patogénesis 



PRG 

RACE 

RNasa 

rpm 

SOS 

SSC 

Proteína rica en glicina 

Amplificación rápida de extremos de AONc 

Ribonucleasa 

revoluciones por minuto 

Oodecil sulfato de sodio 

Solución salina de citrato de sodio 

Taq ONA poi Polimerasa de ácido desoxirribonucléico 

obtenida de la bacteria Thermus aquaticus 

UOP Oifosfato de uridina 
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1. RESUMEN 

Las betacianinas son metabolitos secundarios que dan una coloración rojo

violeta a flores y frutos de plantas del orden Caryophyllales. En el betabel (Beta 

vulgaris L.), la betanina es la principal betacianina que se acumula en la raíz de 

almacenamiento y en el tejido vascular. Sin embargo, las condiciones adversas tanto 

abióticas como bióticas que inducen la síntesis de betacianinas en las hojas, así 

como la participación de éstos metabolitos secundarios en la respuesta de defensa, 

son aspectos que no se han analizado. Por lo anterior, se probó sí la herida ó la 

infiltración con dos bacterias (Pseudomonas syringae pv. tabaci y Agrobacterium 

tumefaciens) son condiciones que inducen la síntesis de betacianinas en hojas de 

betabel. Mientras que, para estudiar los efectos de éstas condiciones se decidió 

aislar genes que codifican para las enzimas de la ruta de síntesis a través de dos 

estrategias. En la primera, se usaron callos verdes y rojos (productores de 

betacianinas) de B. vulgaris, originados por la técnica de cultivo de células vegetales, 

para obtener a través de "differential display" los patrones de los AONc de los ARNm 

expresados diferencialmente en ambos tejidos. En tanto, que con la segunda 

estrategia, por medio de PCR y del uso de oligonucleótidos degenerados, se aisló el 

fragmento de una glucosiltransferasa de B. vulgaris. 

Los resultados de este trabajo documentaron por primera vez que la herida ó la 

infiltración con bacterias son condiciones que inducen la síntesis de betacianinas en 

hojas de betabel. La infiltración con bacterias indujo la acumulación de los pigmentos 

en la epidermis y ésta es precedida por una producción de las especies reactivas de 

oxígeno (ERO). Así mismo, la infiltración con un sistema que genera H202 
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(glucosa/glucosa oxidasa) también indujo la acumulación de los pigmentos. Mientras 

que, el tratamiento con cloruro de difenileno-yoduro (OPI), un inhibidor de la NAOPH 

oxidasa, enzima implicada en la generación de ERO en respuesta a distintos tipos 

de estrés, redujó la acumulación de betacianinas en las hojas infiltradas con A. 

tumefaciens. Estos resultados sugirieron que las ERO participa como una señal para 

inducir la acumulación de betacianinas y que la NAOPH oxidasa es una de las 

enzimas relacionadas en la producción de las ERO. En cultivos verdes de células en 

suspensión de B. vulgaris, el metil jasmonato indujó la acumulación de betacianinas, 

indicando que esta hormona vegetal quizás también participa en la inducción de la 

síntesis de los pigmentos. 

Un AONc que codifica para una proteína rica en glicina (BvPRG) fue aislado de 

los callos de betabel y aunque se encontró una mayor expresión en los callos rojos 

que en los verdes, la acumulación del ARNm en los distintos tejidos sugiere que esta 

proteína no esta relacionada con la síntesis de betacianinas. Por el contrario, la 

expresión del fragmento del gen de la glucosiltransferasa de betabel (BvGT) obtenido 

de plantas de B. vulgaris, se indujó bajo las mismas condiciones en las que se 

acumularon las betacianinas: la herida, la infiltración con bacterias y un sistema que 

genera HzOz. Así mismo, el tratamiento con OPI bloqueó la expresión del gen BvGT y 

la expresión transitoria de una construcción en antisentido del mismo gen, llevó a la 

reducción de la acumulación tanto de betanina como del ARNm del gen que se 

indujó por la infiltración con A. tumefaciens. Todos estos resultados sugirieron que el 

gen BvGT codifica para una enzima involucrada en la glucosilación de las 

betacianinas de betabel y que las ERO son una señal que se requiere para la 
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inducción tanto de la expresión del gen BvGT como de la acumulación de 

betacianinas. 

Las evaluaciones del crecimiento de las bacterias cultivadas en medios líquidos 

con betanina, indicaron que la betanina no afectó el crecimiento de las bacterias. Sin 

embargo, como se conoce que las betacianinas tienen actividad antioxidante, se 

propone que estos metabolitos secundarios reaccionan con las ERO que se 

producen tanto por la herida como por la infiltración de bacterias, contribuyendo a 

mantener el estado redox celular. 
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2. ABSTRAeT 

Betacyanins are secondary metabolites that give a red-violet coloration to 

f10wers and fruits of plants of the order Caryophyllales. Red beet (Befa vulgaris) 

accumulates betacyanins, betanin principally, in root storage and vascular tissue. 

However, abiotic and biotic stress conditions inducing the betacyanin synthesis in 

leaves and their participation in the defense response have not been analyzed. In this 

study, the accumulation of the compound was analyzed in wounded or bacteria

infiltrated leaves (with Pseudomonas syringae pv. fabaci or Agrobacferium 

fumefaciens). To analyze the effect of these treatments, the isolation of genes 

encoding enzymes involved in betacyanin synthesis was attempted using two 

strategies. The first one made use of green callus and red callus (producing 

betacyanins) obtained for the technique of plant cell culture. A differential display was 

developed to obtain the cONA profile of differentially expressed genes in the two 

tissues. Whereas, as a second strategy, a glucosyltransferase gene of red beet was 

isolate using degenerated oligonucleotides and PCR. 

In this study, it is reported for first time that wounding or bacterial infiltration were 

conditions that induce the synthesis of betacyanins in red beet leaves. Bacterial 

infiltration induced pigment accumulation in the epidermis which is preceded by the 

production of reactive oxygen species (ROS). Furthermore, the infiltration with a 

system generating HzOz (glucose/glucose oxidase) induced pigment accumulation; 

whereas, the inhibition with diphenylene iodonium chloride (OPI) of NAOPH oxidase, 

an enzyme that generate ROS, reduced the betacyanins production in A. 

tumefaciens-infiltrated leaves. These results suggest that ROS are a signal inducing 
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betacyanins accumulation and that ROS are produced by th.e activity of a NAOPH 

oxidase. Because in green suspension cultures, methyl jasmonate induced 

betacyanins accumulation, this phytohormone may participate too in the pigment 

synthesis. 

A cONA encoding a glycine rich protein (BvGRP) was isolated of red beet callus 

and a major expression in red callus than in green callus was found. However, the 

expression prefile in different tissues suggests that BvGRP does not is relate with the 

betacyanin biosynthesis. In contrast, the glucosyltransferase gene fragment (BvGT) 

obtained of red beet plant was expressed in the same conditions inducing betacyanin 

accumulation: wounding, bacterial infiltration, and a system generating ROS. Besides, 

the treatment with OPI also reduced the BvGT gene expression and the transient 

expression of a BvGT antisense construct lead to the reduction of betanin and BvGT 

transcript accumulation. These results suggest a role of BvGT in betacyanin 

glucosylation and that ROS act as a signal to induce BvGT gene expression and 

betacyanin accumulation. 

To determine the function of betacyanins which is accumulated after bacterial 

infiltration, the bacterial growth was evaluated in bacteria cultures grown in liquid 

media with betanin. It was found that betanin does not have antimicrobial activity. 

However, due to its antioxidant property, it is proposed that betacyanins act as 

scavengers of the ROS produced by wounding or bacterial infiltration, contributing to 

the maintenance of the cellular redox-state. 

7 



3. INTRODUCCION 

Las betacianinas son cromoalcaloides, derivados de tirosina que dan color a 

frutos y flores, por lo que durante la polinización probablemente participan como 

atrayentes de insectos. Estos pigmentos también se acumulan en órganos 

vegetativos tales como la raíz, el tallo y en el tejido vascular de hojas de betabel 

(Befa vulgaris). Escasos estudios señalan que plantas de betabel que acumulan 

betacianinas son más resistentes al hongo pythium debaryanum causante de la 

enfermedad conocida como "damping off' si se les compara con las plantas que no 

acumulan el pigmento (Mabry, 1980). Sin embargo, no se conocen los mecanismos 

por los que las betacianinas participan en la defensa del betabel, así como las 

condiciones de estrés tanto abióticas como bióticas que pudieran inducir su 

acumulación en los tejidos vegetativos. Por lo cual, en este estudio se evaluó sí la 

herida ó la infiltración con bacterias de hojas de plantas de B. vulgaris son factores 

que inducen la acumulación de betacianinas. Así mismo, para evaluar el efecto de 

éstos factores, se propuso aislar genes que codifican para las enzimas de la vía de 

la síntesis de los pigmentos. 

Al respecto, recientemente un gen que codifica para una 4,5-dioxigenasa 

involucrada en la síntesis de betacianinas fue aislado de flores de Portulaea 

grandiflora (Laurent y col, 2004). Mientras que en cultivos en suspensión de 

Dorofheanfhus bellidiformis, un AONc que codifica para la betanidina 5-0 

glucosiltransferasa se clonó y fue expresado en E. eoli. La proteína recombinante 

mostró una mayor especificidad por la betanidina como sustrato, similar a la enzima 

nativa extraída de los cultivos en suspensión (Vogt y col, 1999a). Sin embargo, son 
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necesarios los estudios que conlleven al aislamiento y la caracterización de otras de 

las enzimas de la ruta de la biosintesis y de los genes que las codifican. 

Por otra parte, en estudios previos hechos por Ontiveros, (1994) se obtuvieron 

callos verdes y rojos (productores de betacianinas) de betabel. Estas diferencias de 

color encontradas entre los callos, sugirieron una relación del color de los callos con 

la expresión diferencial de genes que pudieran codificar para proteínas de la 

biosíntesis de las betalaínas, de las regulatorias, o bien, de las proteínas 

involucradas con los mecanismos de transporte para su almacenamiento en 

compartimentos celulares tales como las vacuolas. Por lo cual, con el objeto de aislar 

los genes de las enzimas de la biosíntesis de betacianinas en plantas y para usarlos 

como un marcador molecular de las condiciones que inducen las síntesis de 

betacianinas, en este estudio como una primer estrategia, se utilizaron los callos 

rojos y verdes para obtener a través de la técnica de "differential display", los 

patrones de AONc de los ARNm que se expresan diferente entre los dos callos. Así 

mismo, como una segunda estrategia, a través de PCR y usando oligonucleótidos 

específicos, se propusó aislar el gen de una glucosiltransferasa de las plantas de 

betabel, que pudiera estar relacionada con la síntesis de los pigmentos. 

4. ANTECEDENTES 

4.1 La respuesta de defensa de las plantas a la herida y al ataque de 

microorganismos. 

El ataque por patógenos y la herida producida tanto por la depredación por 

insectos como por el daño mecánico inducido por factores físicos, son condiciones 
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traducidas en una respuesta de defensa de la planta que ·involucra la activación 

transcripcional de diversos genes relacionados con la defensa. La herida puede ser 

una condición extrema de estrés y provocar la muerte de toda la planta. El daño por 

la mordedura de un insecto u otro daño mecánico es una forma de remover capas 

protectoras que normalmente cubren a la planta completa y a su vez, proveer un sitio 

de entrada para patógenos. Ante esta condición de estrés, las plantas responden 

induciendo genes de proteínas para la cicatrización de la herida y la prevención de la 

invasión de patógenos. Estos genes codifican para proteínas involucradas: a) en el 

reforzamiento de la pared celular, como es la formación de callosa, lignina y las 

proteínas ricas en hidroxiprolina, b) en la producción de inhibidores de proteasas y de 

enzimas líticas tales como las quitinasas y glucanasas y c) en la síntesis de 

metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, como es el caso de las 

fitoalexinas. Por otra parte, se conoce que la expresión de estos genes es modulada 

por diversas sustancias tales como el etileno, el ácido abscísico y el ácido jasmónico 

(Peña-Cortés y Willmitzer, 1995). 

La respuesta de defensa ante el ataque de patógenos está coordinada tanto 

espacial como temporalmente para una contención rápida del patógeno, por lo que 

puede ser local o en sitios lejanos al daño, conocida como la respuesta sistémica. La 

local esta asociada a una respuesta hipersensible (HR) caracterizada por una muerte 

rápida de las primeras células infectadas y la restricción de la expansión del 

patógeno al resto de la planta (Hammond-Kosack y Jones, 1996). Entre los eventos 

tempranos que desencadenan la HR esta: a) la producción de las especies reactivas 

de oxígeno (ERO) tales como el superóxido (02"'), el radical hidróxilo (OH") y el 

peróxido (H202), b) la apertura de canales iónicos y c) la inducción de eventos de 
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fosforilación y desfosforilación de proteínas. Posteriormente, . se da un aumento de 

los niveles de ácido jasmónico, ácido salicílico y etileno, la acumulación de proteínas 

relacionadas a la patogénesis (PR), un aumento de la producción de metabolitos 

secundarios con actividad de fitoalexinas o de antioxidantes y el fortalecimiento de la 

pared celular, que conducen al establecimiento de la respuesta local (Sepúlveda y 

col, 2003; anexo 1). Por su parte, entre los eventos de la respuesta sistémica está la 

producción de glucanasas, quitinasas, peroxidasas y de otras PR (Hammond-Kosack 

y Jones, 2000). 

El mecanismo de defensa de las plantas involucra un conjunto de vías de 

transducción de las señales que llevan a la respuesta local y sistémica. La expresión 

de los genes de defensa es regulada por moléculas tales como el ácido salicilico, el 

etíleno, las ERO, así como del ácido jasmónico y de sú éster de metilo, el metil 

jasmonato, llamados colectivamente jasmonatos (Reymond y Farmer, 1998). En 

particular, los jasmonatos son compuestos claves para la expresión de los genes de 

la respuesta de defensa de las plantas sometidas a condiciones de estrés abiótico o 

biótico como es la herida o el ataque por patógenos (Creelman y Mullet, 1995). Estos 

compuestos son sintetizados a partir de ácido linolénico y en las plantas activan a los 

genes que codifican para los inhibidores de proteasas que interactúan con proteínas 

del tracto digestivo de herbívoros, afectando la proteólisis del tejido vegetal ingerido y 

así, retardando el crecimiento y el desarrollo del herbívoro (Reinbothe y col, 1994; 

Creelman y Mullet, 1997). El ácido jasmónico modula la expresión de las proteínas 

de la pared celular como son las proteínas ricas en prolina, así como la expresión de 

los genes de las enzimas involucradas en la síntesis de metabolitos secundarios 

tales como la acetil CoA carboxilasa, la chalcona sintasa, la fenilalanina amonio liasa 
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(PAL), la hidroximetil-glutaril-CoA reductasa y las polifenoles.oxidasas, entre otras 

(Figura 1; García-Ponce y Rocha-Sosa, 2000; Wasternack y Parthier, 1997). 

Por otra parte, la producción de las ERO es también un componente central en la 

adaptación de las plantas al estrés abiótico y biótico. Estas condiciones no solamente 

incluyen la herida y el ataque de patógenos, sino también la desecación, la salinidad, 

la radiación UV, el choque por calor o frío, la carencia de nutrientes y la exposición a 

metales pesados y a ozono. Bajo tales condiciones, las ERO pueden tener dos 

funciones, en la primera puede aumentar el daño producido por el estrés y en la 

segunda, pueden actuar como una señal para la activación de las respuestas de 

defensa. Las ERO son producidas por diversas vías en la célula vegetal, entre las 

más comunes está la fotosíntesis y la respiración. Otros orígenes de las ERO son la 

fotorespiración en peroxisomas por la enzima glicolato oxidasa, por las NADPH 

oxidasas de la membrana plasmática, amino oxidasas y las peroxidasas de pared 

celular (Dat y col, 2000). 

En el establecimiento de la resistencia de las plantas a una enfermedad, las ERO 

son un componente integral de la respuesta de defensa local y sistémica (Figura 2). 

En la respuesta hipersensible, !as ERO pueden limitar la expansión del patógeno 

causando la muerte celular de la célula vegetal huésped y/o matando directamente al 

patógeno. Esta muerte celular puede resultar de procesos de oxidación tales como la 

peroxidación de lípidos de membranas, la oxidación de proteínas, la inhibición de 

enzimas y daños al ADN y al ARN. El entrecruzamiento oxidativo con componentes 

de la pared celular vegetal como son las proteínas ricas en prolina y los 

polisacáridos, es un mecanismo que puede reducir el ingreso del patógeno yl o 

atraparlo en la célula huésped destinada a morir (Lamb y Dixon, 1997). 
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Figura 1. Los jasmonatos inducen la síntesis de meta bolitas secundarios. La herida o el 

tratamiento con un "elicitor" llevan a una alcalinización del medio y a un aumento de ácido 

jasmónico que induce la expresión de genes que codifican para enzimas del metabolismo 

secundario. Los compuestos volátiles funcionan en las interacciones planta-insecto. Los 

alcaloides y fitoalexinas son compuestos antimicrobianos, mientras que f1avonoides y 

antocianinas quizás protegen a la planta contra un estrés oxidativo. El entrecruzamiento de 

compuestos con constituyentes de la pared celular induce un reforzamiento que contribuye 

a las reacciones de defensa (Wasternack y Parthier, 1997). 

En su función como molécula señal, las ERO pueden inducir la expresión de 

genes de enzimas antioxidantes que intervienen en regular sus niveles excesivos y 

tóxicos tales como la superóxido dismutasa, la ascorbato peroxidasa y la catalasa. La 

inducción de la expresión de genes de enzimas para la síntesis de metabolitos 

secundarios con capacidad antioxidante como es el ácido ascórbico, a-tocoferol, los 

carotenoides y f1avonoides. En particular, la inducción de la expresión del gen de la 
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enzima PAL conduce a la síntesis del ácido salicílico, que a su vez regula la 

expresión de genes de las proteínas PRo El ácido salicílico quizás también inhiba la 

actividad de algunas de las enzimas antioxidantes y refuerce la producción del 

superóxido generado por NADP oxidaxas (Grant y Loake, 2000; Mittler, 2002). 

Entrecruzamiento 
con componentes de 

pared celular 

Cascada 
MAPK 

Inducción de 
p rotecto res 

celulares 

Señales 
sistémicas 

Muerte celular 

Proteínas 
PR 

Biosíntesis 
deSA 

Expresión de genes 
de enzimas de 

metabolitos 
secundarios (PAL) 

Mantenimiento del 
estado redox celular 

Figura 2. Integración funcional de las respuestas de defensa inducidas por las ERO. 

PAL es la fenilalanina amonio liasa, SA es el ácido salicílico. En líneas discontinuas 

se señalan algunos de los eventos que aumentan (+) o reducen (-) el efecto de los 

niveles excesivos de las ERO (Adaptado de Grant y Loake, 2000). 
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4.2 Generalidades de las betacianinas. 

Distribución. 

Las betacianinas son pigmentos (rojo-violeta) que junto con las betaxantinas 

(amarillas) forman parte de un grupo de metabolitos secundarios conocidos como 

betalaínas y que se encuentran almacenadas en las vacuolas. Estos compuestos se 

derivan de tirosina, son clasificados como alcaloides y se acumulan tanto en tejidos 

reproductivos como en tejidos vegetativos de plantas de las familias agrupadas 

dentro del orden Caryophyllales. Se conoce que nueve de las once familias que 

forman parte de este orden, sintetizan betalaínas (Cuadro 1). Mientras que las dos 

familias restantes: la Caryophyllaceae y la Molluginaceae, acumulan antocianinas en 

lugar de betalaínas. De hecho, antocianinas y betalaínas no se han encontrado en 

una misma planta, aunque, su distribución tanto en tejidos reproductivos como en 

vegetativos es similar. Esta exclusividad mutua entre betalaínas y antocianinas tiene 

tanto relevancia quimiotaxonómica como evolutiva. Se propone dividir al orden 

Caryophyllales en dos líneas filogenéticas: la Chenopodineae, productoras de 

betalaínas y la Caryophyllineae, productoras de antocianinas (Strack y col, 1993). 
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Cuadro 1. Distribución de las betalaínas en plantas de las familias del orden 

Caryophyllales. Las betalaínas caracterizadas para cada especie son las 

reportadas por Steglich y Strack (1990). 

Familias 

Aizoaceae 

Amaranthaceae 

Ejemplos Betalaínas 

Mesembryanfhemum edule L. Betanina, betanidina 

Amaranfhus caudafus L. Amarantina 

Celosía argenfea varo crisfafa Amarantina y miraxantina V 

(L.) Kuntze 

Cactaceae Phyllocacfus hybridus Hort. Filocactina, indicaxantina, 

miraxantina 11, vulgaxantina I y 11 

Chenopodiaceae Befa vulgaris L. 

Chenopodium rubrum L. 

Nyctag i naceae Bougaínvillea glabra Choisy. 

Phytolaccaceae Phytolacca americana L. 

Portu lacaceae Porfulaca grandiflora Hook. 

Betanina, neobetanina, 

prebetanina, miraxantina 11, 

vulgaxantina I y 11 

Betanina, amarantina, celosiana 

I y 11, vulgaxantina I y 11 

Bouganvileina 

Betanina, prebetanina 

Betanina, betanidina, 

gomfrenina V, neobetanina, 

indicaxantina, miraxantina 11, 

humilixantina 
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Estructura y características químicas 

Desde el punto de vista de su estructura química, las betacianinas están 

formadas por una unidad básica o aglicona conocida como betanidina, que es un 

compuesto resultante de la conjugación de una molécula de ácido betalámico con 

una molécula de ciclo-dopa (Figura 3). El residuo S-OH de la ciclo-dopa es el que con 

más frecuencia es glucosilado, aunque 6-0-glucósidos también son detectados en 

las estructuras de las betacianinas. A su vez, estos glucósidos pueden ser 

esterificados con ácido cumárico, ferúlico, malónico o sulfúrico dando lugar a las 

betacianinas aciladas (Cuadro 2). Así es cqmo se pueden encontrar en las plantas, 

betacianinas de estructuras sencillas como es el caso de la betanina, que es un 5-0-

mononucleósido de betanidina, hasta estructuras muy complejas que son 

oligonucleósidos poliacetilados como son las betacianinas de las brácteas de 

Boungainvillea glabra (Strack y col, 1993). La fuente más importante de obtención de 

betacianinas es la raíz de almacenamiento del betabel (Beta vulgaris subs. vulgaris) , 

donde la betanina es la betacianina que se encuentra en mayor abundancia (0.5 g 

betanina/kg de raíz: Strack y col, 2003). Otras betacianinas como la prebetanina y la 

neobetanina que confieren una coloración violeta y naranja respectivamente, también 

se reportan formando parte de la raíz de almacenamiento del betabel (Figura 4). Sin 

embargo, mientras que betanina puede constituir hasta un 98% de un extracto de la 

raíz, la prebetanina y la neobetanina son constituyentes menores (Steglich y Strack, 

1990). 
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Ho2e 

Figura 3. La betanidina es la unidad estructural básica de las betacianinas. Los grupos 

S-OH y 6-0H del anillo de ciclo dopa son glucósilados y esterificados. 

Por su solubilidad en agua y su estabilidad a pH entre 3 y 7, las betacianinas 

son pigmentos que podrían ser utilizados en productos alimenticios, farmacéuticos y 

en cosméticos. Esto es de particular interés, por los problemas de toxicidad que se 

les atribuye a los colorantes de tipo sintético (Francis, 1994). Las betacianinas 

presentan un máximo de absorción a los 540 nm y las betaxantinas lo presentan a 

480 nm. Por lo cual, los dos tipos de pigmentos son cuantificados por métodos 

espectrofotométricos (Strack y col, 1993). 
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Cuadro 2. Azúcares y grupos acilos encontrados en los diferentes grupos de 

betacianinas. Glc es glucosa y GlcU es ácido glucurónico (Strack y col, 1993). 

Betacianinas Azúcar unido Acido unido 

Grupo Betanina 5-0-Glc 

Betanina 5-0-Glc 

Neobetanina 5-0-Glc 

Filocactina 5-0-Glc Malónico (Glc-6-0) 

Prebetanina 5-0-Glc Sulfúrico (Glc-6-0) 

Lamprantina I 5-0-Glc p-cumárico (Glc-6-0) 

Lamprantina 11 5-0-Glc Ferúlico (Glc-6-0) 

Grupo Amarantina 

Amarantina 5-0-Glc-2-0-GlcU 

Celosianina I 5-0-Glc-2-0-GlcU p-cumárico(GlcU-2-0) 

Celosianina 1I 5-0-Glc-2-0-GlcU Ferúlico (GlcU-2-0) 

Grupo Bouganvileina 

Bouganvileina 5-Q-Glc-2-0-Glc 

Grupo Gomfrenina 

Gomfrenina I 6-0-Glc 

Gomfrenina 11 6-0-Glc p-cumárico (Glc-6-0) 

Gomfrenina 111 6-0-Glc Ferúlico (Glc-6-0) 
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Figura 4. Estructura de las betacianinas (A) y las betaxantinas (B) de la 

raíz de almacenamiento de betabel. 
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Biosíntesis. 

La vía propuesta de la biosíntesis de betacianinas es mostrada en la figura 5. 

Las reacciones iniciales de esta ruta se dedujeron de experimentos de alimentación 

con tirosina y con dopa marcadas isotópicamente, los que sugirieron que la dopa es 

la molécula precursora del ácido betalámico y de ciclo-dopa, que forman la estructura 

básica de las betacianinas (Steglich y Strack, 1990). Las tirosinasas son enzimas del 

tipo de las polifenoloxidasas que catalizan la hidroxilación de fenoles a o-difenoles 

(EC 1.14.18.1; monofenol: monooxigenasa) y su oxidación posterior a o-quinonas 

(EC 1.10.3.1; o-difenol: oxígeno oxidoreductasa). Al respecto, una tirosinasa 

involucrada en la biosíntesis de betacianinas de plantas se caracterizó de cultivos de 

callos de Portulaca grandiflora. La enzima tanto hidroxila (1) a la tirosina para formar 

dopa, como también oxida (2) a la dopa para dar lugar a la dopaquinona, la cual, es 

ciclizada en una reacción espontánea (3) dando lugar a la formación de ciclo-dopa 

(Steiner y col, 1999). Se identificó también a una tirosinasa del pileo del hongo 

Amanita muscaria que cataliza las primeras reacciones de la síntesis de las 

betacianinas del hongo. Sin embargo, mientras la tirosinasa purificada de P. 

grandiflora es específica para la hidroxilación de tirosina, la enzima purificada del 

hongo no lo es y puede aceptar otros sustratos (Muller y col, 1996; Steiner y col, 

1999). 

Por su parte, las reacciones enzimáticas que conducen al rompimiento del 

anillo extradiol de la dopa para la síntesis del ácido betalámico son catalizadas por 

dioxigenasas (4). Los productos de estas enzimas: 4,5- y 2,3-seco-dopa son 
I 

reciclizados en una reacción espontánea (5) para dar lugar a la formación del ácido 

betalámico. En plantas, recientemente se aisló un gen que codifica para una 4,5-
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dioxigenasa involucrada en la síntesis de los pigmentos de flores de P. grandiflora 

(Laurent y col, 2004), mientras que en hongos, la enzima se purificó de A. muscaria y 

el gen fue clonado y expresado en E. coli. La proteína recombinante cataliza la 

formación de los dos productos esperados a partir de dopa: 4,5- y 2,3-seco dopa 

(Hinz y col, 1997; Mueller y col, 1997). 

La siguiente reacción de la vía que involucra la condensación del ácido 

betalámico con la ciclo-dopa (6) para dar la formación de betanidina, es una reacción 

que ocurre en forma espontánea (Schliemann y col, 1999). 

Para la unión de la glucosa en la etapa final de la síntesis de betanina, se 

sugieren dos mecanismos. Uno de ellos considera que la glucosilación de ciclo-dopa 

(7) ocurre como una reacción previa a su condensación (8) con el ácido betalámico, 

mientras que el otro mecanismo sugiere que la glucosilación (9) es a nivel de la 

betanidina. La reacción de la formación de betanina a partir de la gucosilación de 

ciclo-dopa previa a su unión al ácido betalámico fue una propuesta que surgió por 

experimentos de alimentación con glucósido de ciclo-dopa marcado radioactivamente 

y por el hecho de que se detectó glucósido de ciclo-dopa en plántulas de betabel 

0Nyler y col, 1984). Así mismo, recientemente Sasaki y col (2004) en Mirabilis jalapa 

lo y en otras especies de plantas que acumulan betacianinas, detectaron la actividad 

de UOP-glucosa:ciclo-dopa 5-0-glucosiltransferasa. 

En relación con el segundo mecanismo que se propone y que involucra la 

glucosilación de la betanidina (9), en cultivos de células en suspensión de 

Dorotheanthus bellidiformis se purificó una glucosiltransferasa (5-GT) que cataliza la 

transferencia de glucosa desde la UOP-glucosa al grupo 5-hidróxilo de la betanidina. 

No obstante, la enzima además de catalizar la transferencia de glucosa a la 
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betanidina, también transfiere el azúcar al grupo C-4 hidróxilo de los flavonoides: 

quercetina o luteolina. Por lo cual, se especula que esta enzima muestra una 

regioespecificidad para glucosilar sustratos que contengan grupos dihidróxilos 

vecinales como los que se presentan en el anillo de la ciclo-dopa de la betanidina o 

en los anillos beta de los flavonoides: quercetina y luteolina (Heuer y col, 1996). Un 

ADNc que codifica para ésta 5-GT fue obtenido de una biblioteca de ADNc de 

cultivos en suspensión de D. bellidiformis. La proteína recombinante mostró una 

especificidad por sustratos similar a la que previamente se encontró con la enzima 

purificada del mismo sistema. Sin embargo, esta glucosilación a nivel de betanidina 

solamente fue demostrada para D. bellidíformis y no para otras plantas (Vogt y col, 

1999a). 

El cultivo de células vegetales como un modelo de estudio de la síntesis de 

betacianinas. 

Debido a que las betacianinas son metabolitos secundarios encontrados en un 

grupo específico de plantas y de que hay interés de producirlas para ser usadas 

como colorantes naturales, se propone usar la técnica de cultivo de células vegetales 

(CCV) como una alternativa biotecnológica de su producción. Esta técnica muestra 

ventajas con respecto a los métodos tradicionales de la producción de metabolitos 

secundarios producidos a partir de plantas cultivadas en el campo, entre las que se 

pueden mencionar, el mayor control de las condiciones climáticas adversas y de los 

problemas de plagas (Alferman y Paterson, 1995). Por estas cualidades, se reportan 

en la literatura estudios para la producción de betalaínas por CCV de diferentes 

especies (B6hm y Rink, 1986). 
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Figura 5. Vía probable de la biosíntesis de betacianinas en plantas. Las reacciones 1,2 son 

catalizadas por tirosinasas, la 4 por una dopa dioxigenasa y la 7 por una betanidina-5 

glucosiltransferasa. Las reacciones 3,5 y 6 suceden en forma espontánea. La 

glucosiltransferasa de ciclo dopa (8) no esta caracterizada (Adaptado de Strack y col, 2003). 
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Para el caso particular del CCV de B. vulgaris se aislaron y caracterizaron 

callos con diferentes contenidos de betalaínas. Para esto, las semillas de betabel se 

germinaron bajo condiciones asépticas y los hipocótilos se usaron para inducir un 

callo multicolorido. Los fragmentos de diferente color del callo fueron aislados 

manualmente y resembrados en un medio de cultivo definido. La selección manual y 

las resiembras consecutivas de los grupos de células de diferente color condujeron al 

establecimiento de líneas celulares de callos de betabel de color rojo, naranja, 

amarillo y verde. En particular, los callos rojos produjeron principalmente 

betacianinas, los naranja acumularon tanto betacianinas como betaxantinas, los 

amarillos sintetizaron principalmente betaxantinas y los callos verdes no acumularon 

betalaínas. La expresión diferencial tanto desde el punto de vista cualitativo como 

cuantitativo entre los callos de diferente coloración sugiere que este material 

biológico puede ser usado como un sistema modelo para conocer los mecanismos 

que podrían alterar la expresión de los genes involucrados en la síntesis de 

betacianinas (Figura 6; Ontiveros, 1994). 

Así mismo, una variedad extensa de factores físicos y químicos inducen 

cambios la síntesis de betacianinas de los callos rojos de B. vulgaris. En general, se 

encontró que la luz y la auxina 2,4 ácido diclorofenoxiacético estimulan la 

acumulación de los pigmentos, que el ácido abscísico, el ácido giberélico y las 

citocininas pueden inhibir la síntesis, el nitrógeno podría estimularla y dependiendo 

de la fuente de carbono se puede estimular o inhibir su síntesis. Otros componentes 

como el cobre y la fuente de fosfatos también estimulan la acumulación de las 

betacianinas (Leathers y col, 1992; Rodríguez y col, 1994; Treja-Tapia y col, 1999; 

Akita y col, 2000). 
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Figura 6. Obtención de callos de betabel (Beta vulgaris) productores de 

betacianinas por la técnica de cultivo de células vegetales (Ontiveros, 1994). 

26 



Función biológica. 

Las betacianinas son pigmentos que se acumulan en las flores, en los frutos y 

en las semillas de las plantas (Steglich y Strack, 1990). Por analogía a otros 

metabolitos secundarios tales como las antocianinas y los carotenoides, es probable 

que la presencia de las betacianinas en estos tejidos reproductivos esté relacionada 

con eventos de polinización y de dispersión. En tallos, hojas y pedolos también se 

acumulan betacianinas, sin embargo, no se conoce cual es la función biológica de 

éstos pigmentos en dichos tejidos vegetativos (Stafford, 1994). Se propone que las 

betacianinas podrían tener importancia en la resistencia a hongos. Al respecto, se 

encontró que plantas de betabel con betanina tienen una mayor resistencia al ataque 

por el hongo pythium debaryanum (que causa la enfermedad conocida como 

"damping off') que las plantas no pigmentadas. Así mismo, un 50% del crecimiento 

del hongo se redujo en la presencia de 50 ppm de betanina (Mabry, 1980). Las 

betacianinas tal vez funcionen como filtros protectores de la luz UV, en forma similar 

a las antocianinas (Stafford, 1994; Chalker-Scott, 1999). En Mesembryanthemum 

crystallium L (Aisoaceae) conocida como la planta del hielo, el tratamiento con 

intensidades altas de luz blanca induce la acumulación de betacianinas y flavonoides 

en la epidermis de las hojas (Vogt y col, 1999b). 

Actividad antioxidante 

La oxidación de moléculas biológicas por oxígeno activo o por radicales libres 

es de los eventos primarios que ocurren durante el desarrollo de diversas 

enfermedades de importancia para el hombre, tales como el cáncer. En este 

contexto, la actividad antioxidante de las betacianinas fue demostrada en ensayos in 
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vitro y utilizando sistemas de origen animal. La capacidad antirradical de las 

betacianinas de B. vulgaris fue evaluada por primera vez por Escribano y col (1998) 

quienes sugieren que dicha actividad puede ser explicada por la facilidad relativa con 

que un electrón desapareado de un oxígeno puede ser estabilizado a través del 

anillo aromático. Así mismo, la mayor capacidad antirradical fue observada a valores 

de pH neutro y básicos que a valores ácidos de pH. 

Los extractos acuosos de raíz de betabel son capaces de reducir la viabilidad 

de células de hematomas e inducir la actividad de la enzima quinona reductasa, la 

cual, está involucrada en la conversión a compuestos inactivos de carcinógenos 

electrofílicos que son inducidos en la etapa inicial del cáncer (Wettasinghe y col, 

2002). La betanina y la betanidina de B. vulgaris inhiben la oxidación de lípidos 

causada por la actividad de lipoxigenasas y de mioglobina, la oxidación de 

microsomas de músculo de pavo y de lipoproteínas de baja densidad (LDL) de 

células sanguíneas de humano (Kanner y col, 2001). Así mismo, los extractos 

metanólicos de betalaínas de Opuntia ficus-indica inhibieron la oxidación de lípidos 

de las membranas de glóbulos rojos y de las LDL del plasma humano (Butera y coL, 

2002). 

En general, la actividad antioxidante de las betacianinas es mayor a la de 

otros compuestos antioxidantes conocidos, tales como el ácido ascórbico, la 

catequina, la rutina y el o-tocoferol (Kanner y col, 2001; Cai y col, 2003). No obstante, 

en plantas no se conoce cual es la función y el mecanismo químico por el cual las 

betacianinas actúan 'como antioxidantes. Como las betacianinas interactúan con el 

cobre, se propone que su efecto protector está dado por una oxidación de las LDL 

mediada por cobre (Butera y coL, 2002). Otra posibilidad involucra la actividad de 
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peroxidasas ya que se ha demostrado que tanto betanina. como betanidina son 

sustratos de estas enzimas extraídas de raíces de almacenamiento de B. vulgaris. El 

producto de la oxidación de la betanidina es una quinona de betanidina mientras que, 

los de la oxidación de betanina son el ácido betalámico y polímeros oxidados de 

glucósidos de ciclo dopa (Martínez-Parra y Muñoz, 2001). 

La actividad de las betacianinas para remover los radicales libres, depende de 

su estructura química. Su actividad aumenta con el número de grupos hidróxilo y se 

reduce con una mayor glucosilación de la aglicona. La posición de la glucosilación 

también es importante, betacianinas, tales como la betanina cuya glucosilación es el 

grupo -OH del C-S tuvieron mejor actividad antioxidante que las betacianinas 

glucosiladas en el ·OH del C-6 de la aglicona (Cai y col, 2003). 
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5. OBJETIVOS 

General 

Analizar la participación de las betacianinas en la respuesta de defensa de 

betabel (Beta vulgaris L). 

Particulares 

1. Determinar si la herida o la infiltración con bacterias son condiciones que 

inducen la síntesis de betacianinas en hojas de betabel (Beta vulgaris L). 

2. Aislar un gen de las enzimas involucradas en la vía de síntesis de 

betacianinas, usando dos estrategias de estudio: a) obteniendo los patrones 

diferenciales de expresión de los ADNc de los ARNm entre los callos rojos y 

verdes de betabel y b) a través de PCR y oligonucleótidos específicos para 

glucosiltransferasas. 

3. Evaluar la acumulación de betacianinas y la expresión del gen de la vía de su 

síntesis bajo condiciones de herida ó de infiltración con bacterias. 

4. Conocer el papel que tiene la generación de las especies reactivas de oxígeno 

y el ácido jasmónico en la inducción de la síntesis de betacianinas. 
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5. RESULTADOS 

Los resultados de este estudio son presentados en cuatro apartados. En el 

apartado 6.1, en el artículo en prensa de la revista Physiological and Molecular Plant 

Pathology, se incorporan los resultados del efecto de la herida, de la infiltración con 

bacterias ó de un sistema que genera HzOz en la inducción de la síntesis de 

betacianinas. También se analiza la posible participación de las especies reactivas 

de oxígeno (ERO) en la inducción de la síntesis de los pigmentos y se presenta la 

propuesta que como parte de los mecanismos de defensa de las plantas de betabel, 

las betacianinas funcionan removiendo el exceso de las ERO. Como un 

complemento a éstos resultados, en el anexo 2 se muestran las figuras y los 

resultados de las evaluaciones del crecimiento de las bacterias in planta y en medios 

líquidos con y sin betanina, que aunque son descritas y discutidas en el artículo, no 

son mostrados dentro del mismo. 

En el apartado 6.2, se incluyen en un segundo artículo (aceptado en la revista 

Joumal of Experimental Botany) , los resultados que se obtuvieron del aislamiento de 

un fragmento de un gen de una UOP-glucosiltransferasa de B. vulgaris (BvGT) y de 

su expresión bajo las mismas condiciones que inducen la síntesis de betacianinas y 

que se describieron en el artículo del apartado 6.1: la herida, la infiltración con 

bacterias ó con un sistema que genera HzOz. También se presenta, la evaluación del 

efecto de una construcción en antisentido del gen BvGT y de un inhibidor de NADPH 

oxidasas en la acumulación de los transcritos del gen de hojas infiltradas con 

Agrobacterium tumefaciens. Como un complemento a la metodología presentada en 
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este artículo, en el anexo 3 se presenta el método que se uso para purificar y 

obtener la curva patrón de betanina referida en el artículo. 

Por otra parte, siguiendo con el objetivo de conocer los eventos involucrados 

en la inducción de la síntesis de betacianinas, en el apartado 6.3 se presenta la 

metodología y los resultados de las evaluaciones del efecto del metil jasmonato en la 

inducción de la síntesis de betacianinas, en cultivos de células verdes de betabel 

(B. vulgaris) en suspensión. 

Finalmente en el apartado 6.4, se muestra la metodología y los resultados del 

análisis de la expresión diferencial de los ADNc que se obtuvieron de los callos rojos 

y verdes, los cuales condujeron al aislamiento de una secuencia que codifica para 

una proteína rica en glicina de B. vulgaris. 
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6.1 Betacyanin synthesis in red beet (Beta vulgaris) leaves induced by 

wounding and bacterial infiltration is preceded by an oxidative burst. 

Gabriela Sepúlveda-Jiménez, Patricia Rueda-Benítez, Helena Porta, and Mario 

Rocha-Sosa. Artículo en prensa en la revista Physiological and Molecular Plant 

Pathology 
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Abstract 

Red beet (Beta vulgaris) accumulates betacyanins. mainly betanin. in the store root. We report here thar'ihtleaves. the synthesis of 
betacyanins is induced by wounding or infiltration with an avirulent Pseudomonas syringae pv. tabaci or Agrobacterium tumefaciens. A red
violet pigmentation characteristic of betacyanin bordered the damaged tissue in wounded leaves,~ R.SY"ringae infiltration induced 
a hypersensitive response (HR) and betacyanins accumulated in the epidermis of the region surróunding the dry tissue. In contrasto 
A. tumefaciens infiltration did not induce the HR. The tissue maintained a turgid appearance and betacyanin~accumulated in the epidermis 
were uniformly distributed in the infiltrated area. It was also found that infiltration with A. tumejaciens elíCíted extracellular production of 
reactive oxygen species (ROS) prior to the accumulation of betacyanins. Infiltration with an H!02.generating system (glucose/glucose 
oxidase) also induced betacyanin synthesis, whereas. the infiltration with diphenylene iodonium chloride (OPI). an NADPH oxidase 
inhibitor. reduced the A. tumefaciens-induced betacyanin accumulation. We suggest that ROS are signals inducing the betacyanin synthesis. 
and that betacyanins may act as ROS scavengers. limiting damage caused by wounding and bacteria! infiltration. 
@ 2004 Published by EIsevier Ltd. 

Keywords: Belacyanin; Beta vulgariss; Wounding; ROS ; Agrobacterium tumefa~iens; Pseudomonas syringae 

1. Introduction 

Betacyanins (red-violet pigments). together with, betax,. " 
antmns (yeIlow pigments), are a group of chromoalkaloids 
known as betalains. These pigments aresynthesizecffrom 
tyrosine and constitute a class of secondary ' metabolites 
found in species of the order Caryóp'hyllales, with the 
exception of the families Caryophyllaceae ,and Mollugina
ceae. whose members accumulate:·anthocyanins. Example 
of a betacyanin-producing plant ii; the red beet (Beta 
vulgaris), in which the main betacyanin. betanin (Fig. 1), is 
found in high concentration in the store root (0.5 g 
betanin kg - 1) (39) . 

Although anthocyanins and betacyanins are not found 
together in the same plant, their distribution pattems are 

• Corresponding aUlhor. Te!' : + 52 777 329 1652; fax: + 52 777 317 
2388. 

E-mail address: rocha@ibt.unam.mx (M. Rocha-Sosa). 

0885-5765/$ - see fronl malter ~ 2004 Published by Elsevier LId. 
doi:10.1016/j.pmpp.2004.08.003 
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.. " 
similar, suggesting a functional analogy between both 
groups of pigments. Both are found, for example, in flowers 
and fruits where they could function as pollinator attractants 
(38) . As shown for anthocyanins. betacyanins may also 
function as protective UV -filters [5,38]. The treatment of the 
halophyte Mesembryanthemum crystallinum with high 
intensity UV-A light resulted in a rapid accumulation of 
betanin within bladder cells of the leaf epidermis [40]. It has 
also been proposed that betacyanins play a role in fungal 
resistance. Betanin-containing beet seedlings have a higher 
degree of resistance to the plant pathogenic fungus Pythium 
debaryum than non-pigrnented seedlings (26) . At 50 ppm. 
betanin reduced the growth of this causal agent of damping 
off by 50% (26); however. studies are required to shed light 
on the mechanism of betacyanin induction as a defense 
response in plants. 

When a plant detects an abiotic or a biotic stress, a set of 
inducible defense responses is deployed. Reactive oxygen 
species (ROS) such as hydrogen peroxide (H20 2), 
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Fig. l. Chemical structure of betanin. !he main betacyanin of B. vulgaris. 

showed that Agrobacterium alters the expression of plant 
defense-related genes commonly triggered by abiotic stress 
factors and by non-pathogenic bacteria. These genes encode 
a PR protein, a glucosyltransferase involved in biosynthesis 
of phenylpropanoids, and peroxidases [10]. 

UV-B also stimulates PR protein accumulation through 
the production of ROS [15]. It has been proposed that ROS 
not only function as destructive radicals but also as 
signaling molecules during UV-B responses [41]. Tran
scripts for plant defensive genes [8,15], as weIl as a number 
of enzymes and compounds implicated in the antioxidant 
responses incIuding anthocyanins, are increased by UV-B 
treatrnent [4] . Purified anthocyanin extracts show strong 
antioxidant properties in vitro, and they can also scavenge 
reactive oxygen in living celIs [4]. Therefore, the mechan
ism by which anthocyanins confer UV protection may 
in vol ve UV absorption or scavenging of ROS, or both [4] . 

superoxide (Oi), hydroxyl radicals (OH'), and singlet 
1 According to the proposed functi9nal similarities for 

oxygen ( 02) act as early messengers in signaling cascades 
anthocyanins and betalains [38], it.iS'tempting to speculate 

acu'vated by dl'verse external stimulus, su eh as pathogen 
that betalains could have the same role as anthocyanins in 

attack, heat shock, mechanical stress or UV radiation response to external stimuli. In 'úíiseontext, the antioxidant 
[9]. Under normal growth conditions, the production activity of betacyanins, whicp was.í evaluated in animal 
of ROS in ceIls is low (e.g. 240 mM s -1 0

2
-), but in systems in vitro, migpr'15e;óf,rrefevance. For example, 

stress conditions, the production of ROS increases Kanner et al. [22] fouQd thati' betanin and betanidin from 
(e.g. to 720 mM S-I 0

2
-) [33]. B. vulgaris inhibitedth~lipid peroxidation caused by the 

In plant-pathogen interactions, ROS may exacerbate metrnyoglobin orlipoxygenase activity, the peroxidation of 
tissue damage or signal the activation of defense responses mierosomes"from turkey muscIe tissue, and the oxidation of 
[9]. ROS can result in eell wall strengthening and direct low-densfty lipoproteins (LDL) from human blood. Fur-
microbial growth inhibition [12,18] or induce expression of thermore, methanolie extracts of betalains from Opuntia 
genes encoding pathogenesis-related proteins (PR) or ROS- fzcus-indica inhibited the red blood cell membrane lipid 
detoxifying enzymes [9,41 l. Among the ROS-scavenging ,oxidation" as well as the oxidation of LDL from human 
pathways, the production of antioxidants such as ascorbie ,;P/plasma> [3]. Nevenheless, the antioxidant activity of 
acid and glutathione are essential to maintain physiological)'02,.,~oetacyanins has not been demonstrated in vivo. 
levels of ROS [29]. Secondary metabolites sueh , as L We found in this study that mechanical wounding, 
terpenoids and phenolic compounds, whose antioxidant .. c infiltration with P. syringae or A. tumefaciens, or exposures 
propenies have be en evaluated in vitro, may also participate to an H20 r generating system (glucose/glucose oxidase) are 
in the modulation ofROS levels [14,29]. ROS are generated conditions that induce betacyanin synthesis in red beet 
early during the hypersensitive response (HR), following leaves. Additionally, infiltration of A. tumefaciens indueed 
the establishment of an incompatible or a non·host.. plant- the aeeumulation of ROS prior to the aceumulation of 
pathogen interaction. HR is a form of programmed cell betacyanin. The inhibition of the ROS-generating enzyme, 
death at the infection site that restricts pathogen growth and NADPH oxidase, reduced the A. tumefaciens-indueed 
spread in the plant [18]. betacyanin accumulation. These results suggest that the 

Pseudomonas syringae pv.tabáci is an avirulent ROS produetion is an event that precedes and activates 
pathogen of non-host plants iricluding Arabidopsis and betacyanin synthesis. Moreover, we suggest that betacya-
bean, where it induces the HR., [20,25]. However, this nins funetion as ROS scavengers as part of the plant's 
pathovar has not been reported"" aS a virulent or avirulent defense response in red beet leaves. 
pathogen of red beet. ,'On the,other hand, the infiltration with 
Agrobacterium does"noteIícit HR in dicotyledons, but in 
several species difficult to transform, incIuding monocoty
ledons, this bacterium induces cell necrosis typical of HR as 
well as a high production of H20 2 [17.30]. Red beet has 
been successfully transformed using Agrobacterium tume
faciens [37], but nothing has be en described about the 
biochemical or genetic responses of this plant to the 
inoculation with the bacteria. Recently, studies in Ageratum 
conyzoides cell cultures with high levels of transformation 
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2. Materials and methods 

2.1. Plant samples and bacterial cultures 

Seeds of red beet (B. vulgaris varo 'Crosby Egyptian') 
were germinated between wet paper sheets at 25 oC in the 
dark and transferred to pots with sterile substrate. The 
seedlings were grown in a greenhouse at 25 oC under natural 
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225 daylight conditions and the first two true leaves of 6-week-
226 old plants were used for the experiments described. 
227 Bacterial cultures were grown for approximately 18 h at 
228 28 oC in an orbital shaker at 300 rpm. P. syringae pv. tabaci 
229 (provided by Dr Luis Herrera-Estrella, CINVESTA V, 
230 Mexico) was cultivated in King's B liquid medium [23], 
231 and A. tumefaciens strain C58C1Rif/pGV2260 [19] was 
232 grown in Luria B liquid medium supplemented with 
233 50 Ilg mI - 1 rifampicin. Cultures were centrifuged, the 
234 bacterial pellet was resuspended in 10 mM MgS04 solution, 
235 and the inocula were adjusted to 1.0X107 cfuml- I

• 

236 Approximately 100 III of each bacterial suspension was 
:m applied in each infiltration site. 
238 

239 2.2. Wounding treatment or leaf infiltration with bacteria 
240 

241 Treatments of wounding or infiltration with bacteria were 
done on the adaxial side of attached leaves. Mechanical 
wounding was done with sand papero For the infiltration 
with bacteria, a 1.0 mI syringe without needle was used. 
Wounded and infiltrated areas were identified immediately 
after treatment, delineating the lirnits of wounding or liquid 
spread with a felt-tip marker. At 12, 24, 48, 72, 96, and 
120 h after treatment, 0.5 cm-discs were cut from delineated 
areas and used for the betacyanin quantification. As a 
control, leaves were infiltrated with 10 mM MgS04 

solution. In the A. tumefaciens infiltration area, discs were 
also cut and utilized for ROS determination. 

2.3. Infiltration with glucose/glucose oxidase or DPI 

25 oC, supernatants were coIlected and their absorbance was 281 

measured at 536 nm. The concentration was estimated using 282 

the molar extinction coefficient for betanin of 65 X 283 

106 cm2 mol - 1 [36]. 284 

285 

2.5. Measurement of ROS 286 

287 

Determination of extracellular levels of released ROS 288 

was performed as described by Chong et al. [7] and 289 

Schopfer et al. [35], using the reduced, dihydro derivative of 290 

2',7'-dichlorofiuorescin-diacetate (DCFH-DA). The pro- 291 

cedure consists of deacetylating DCFH-DA with esterase 292 
before adding it to the plant material to be analyzed. The 293 

ROS dependent oxidation of deacetylated DCFH to 294 

dichlorotluorescin (DCF), a tluorescent compound, reveals 295 

the ROS extraceIlular level. In the reaction of DCFH 296 

oxidation, O;, H20 2, and OH· can be involved [35]. After 
12, 24, 48, 72, 96, and 120 h of infiltration with A. 
tumefaciens or with MgS04 solution asá control, 20 discs of 
leaves were cut and incubated.,jn>c;f 2 mI of 100 IlM 
deacetylated DCFH in potassilÍ{; 'ph&sphate buffer at 
25 oC on a shaker plate in ttie.. dark_ .Every 5 min, 2-ml 
aliquots of the incubation' solutl0n:>were removed and the 
increase in tluorescence (exciiation: 488 nm, emission: 
525 nm) was measured . usingt a" luminescence spectropho
tometer (LS-50, Perkin<Elmer Life Sciences, Boston, MA). 
The points in ·the·!inear phase of the reaction were used to 
obtain slopes-;of-curves, and the results were expressed as 
change in, DCF tluorescence per minute. Blanks without leaf 
discs;<were-run in parallel and utilized to subtract values of 
spoIÍtaneous¡ changes in tluorescence. Calibration curves 
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(Sigma-Aldrich Chernical Co., St Louis, MO) was prepared ,;r/ Altlrich> Chemical Co., St Louis, MO) were performed as 
fresh and used irnmediately in accordance with Pellinel1" ',? descnbed by Schopfer et al. [35] 
et al. [31]. Three glucose oxidase concentrations (20..,5.0, '~th_ 
and 100 U mI -1) were added to 10 mM glucose dissolv~d in .~'í.6. Microscopic analysis 

273 

274 
275 

276 

20 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5). Addítion~lIy,,,!J 
glucose alone dissolved in the same phosphate buffer ~áS' 
infiltrated as a control. Five or 10 J.LM ofi:, the ' NADPH 
oxidase inhibitor diphenylene iodonium chloride; DPI 
(Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis;. MO) was co
infiltrated with the A. tumefaciens:suspension' as described 
by Grant et al. [13]. Controls .~ere' carrie(fout infiltrating 
DPI alone. A. tumefaciens growth was not affected by DPI in 
liquid cultures (data nOl shown). Each solution was 
infiltrated with a syringe on the adilxial side of the attached 
leaf and the limit of liquid spread was delineated. After 48 h 
of treatment, leaf discs were cut and used for the 
determination of betacyanins. 

2.4. Quantification of betacyanins 

277 Five discs of wounded or infiltrated leaves were frozen in 
278 liquid nitro gen, homogenized with a ground-glass tube and 
279 pestIe, and with 1.0 mI 80% aqueous methanol as extracting 
280 solution. After centrifugation at 15,000g for 10 min at 
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Tissue pieces of 5.0 mrn2 were excised from non-treated 
leaves and infiltrated leaves with MgS04 solution or with 
A. tumefaciens or P. syringae. Tissue samples were fixed for 
freezing and sectioned irnmediately using a cryostat (OTF, 
Bright Instrument Company Ltd, Huntingdon, Cambridge, 
England). Sections of 20 Ilm were exarnined using a light 
microscope. 

3. Results 

3.1. Wounding or infiltration with P. syringae 
pv. tabaci or A. tumefaciens induces betacyanin synthesis 
in red beet leaves 

332 

To analyze the effect of wounding and bacterial 333 

infiltration on betacyanin synthesis, the adaxiaI side of red 334 

beet leaves from 6-week-old plants was mechanically 335 

wounded or infiltrated with bacteria. A red-violet 336 
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Fig. 2. The development of lesions and the accumulation of betacyanins in red beet leaves 48 h after !reatmen!. (A) The red beet leaf without treatment shows 
pigmentation only in vascular tissue. (B) A wounded leaf shows development of red-violet pigmentarion in the edge of wounded sites. (C) The P. syrillgae
infiltrated leaf shows red-violet pigmentation surrounding dry and brown rissue. (O) An A. tumefaciells-infiltrated leaf is characterized by a turgid aspect and 
red-violet pigmentation uniformJy distributed in the infiltrated zone. (E) MgSO.-infiltrated leaf does not show visible betacyanin accumulation. Images at the 
bottom of figures are stereoscopic views of wounded or infiltrated zones. 

pigmentation localized at the edge of wounded sites was 
observed 48 h after treatment, and this pigmentation was not 
detected in non-wounded areas (Fig. 2B). In contrast, 
healthy leaves without treatment showed red-violet pig
mentation only in vascular tissue (Fig. 2A). Infiltration of 
red beet leaves with P. syringae induced a lesion 48 h later 
characterized by a red-violet ring surrounding the infiltrated 
area with a central region of dead and brown tissue 
(Fig. 2C). Infiltration of A. tumefaciens also induced the 
formation of the red-violet pigmentation, but in contrast to 
that induced by P. syringae the infiltrated area remained 

Cr 

with a turgid appearance and the red-violet pigmentation 
was uniforrnly distributed (Fig. 2D). Infiltration of MgS04 
solution, used as a control for any wounding effect caused 
by this treatment, did not induce any pigmentation 
detectable within 48 h following the treatment (Fig. 2E). 
A light red-violet band at the edge of the MgS04-infiltrated 
zone, however, was observed 120 h post-infiltration (data 
not shown). 

To identify the site of pigment accumulation, micro
scopic examÍnation of transverse sections of healthy and 
bacterial- or MgS04-infiltrated leaves was carried out. 

o 

Fig. 3. Microscopic views of transverse sections of healthy or infiltrated leaves with bacteria for 48 h. Micrograph (30 X) of healthy (A), and MgSO.-infiltrated 
(B) leaves do no! show pigmented epidermis, whereas infiltrated leaves with A. tumefaciells (C) or P. syrillgae (O) show red-violet pigmentarion in the 
epidermis. Vt is vascular tissue and Te is tracheary e lements. 

YPMPP 543- I0I9I2004-14:28- SUREKHA- 11 8262- XML MODEL 5 - pp. 1- 10 

37 

393 

394 

395 

396 

397 

398 

399 

400 

401 

402 

403 

404 

405 

406 

407 

408 

409 

410 

411 

412 

413 

414 

415 

416 

41 7 

418 

419 

420 

421 

422 

423 

424 

425 

426 

427 

428 

429 

430 

43 1 

432 

433 

434 

435 

436 

437 

438 

439 

440 
441 
442 
443 
444 

445 
446 
447 
448 



449 
450 
451 
452 
453 
454 
455 
456 
457 
458 
459 

460 
461 
462 
463 

464 

465 
466 

467 

468 

469 
470 
471 

472 

473 
474 
475 
476 
477 
478 
479 
480 
481 

482 
483 
484 

485 
486 
487 
488 
489 
490 
491 
492 

493 
494 
495 
496 
497 

498 
499 
500 
501 
502 
503 
504 

G. Sepúlveda-Jiménez et al / Physiological and Molecular Plant Pathology .o: (=J 1-10 5 

200 

175 

150 

::' 
't.) 

125 .. 
:; 
bD 
.5 100 .. 
d 
'S 75 aS 
>. 
t.) 

S 
50 ., 

ill 

25 

O 
O 24 48 72 96 120 

Post-infiltration (h) 

Fig. 4. Time course of betacyanin accumulation induced by wounding and 
bacteria! infiltration. Discs of wounded ("' ) oc infiltrated leaves were 
collected at!he indicated times. Treaunent was done wi!h 10 mM MgSO. 
solution ( e ), wi!h P. syringae ( O), oc withA. tumefaciens (O). Each point 
represents !he mean ± SD of six determinations foc eacb infiltration time 
from three diffecent experiments. 

and non-infiltrated leaf areas. Hence, these results showed 
that wounding and infiltration of B. vulgaris leaves with 
P. syringae or A. tumefaciens induced betacyanin 
accumulation. 

To explore a possible bactericida! effect of betacyanins, 
in planta bacterial growth was determined at 12, 24,48, 72, 
96 and 120 h after the infiltration of leaves with P. syringae 
or A. tumefaciens. We found that after 24 h of infiltration, 
the bacterial counts of P. syringae or A. tumefaciens were 
reduced to 10 and 14%, respectively, and these values did 
not change between 48 and 120 h post-infiltration (data not 
shown). However, in assays in which purified betanin (0.01, 
0.05, 0.1, 1.0, and 10 mM) was added to liquid cultures of 
P. syringae or A. tumefaciens no growth inhibition was 
detected, indicating that betanin does not have bactericidal 
activity (data not shown). Therefore, it is likely that the 
bacterial growth inhibition observed in planta was due to the 
induction and action of other second.;u-y metabolites or 
proteins as part of defense mechanism.s [~4]. 

:t~~~i> 4-

,~j~k'!';t:~\, :.~~\ 
';" 

3.2_ A. tumefaciens induces relíiase ofr;eactive 
oxygen species (ROS) J:ii+1j~:) . 

As part of the plant;,s;¡, defense response, ROS 
Because betacyanins are water-soluble compounds, the production are signa!s •. J hat· induce the express ion of 
tissue fixation in aqueous solvents was not successful. Thus, genes encoding ' ~nzymes"' in volved in the synthesis of 
samples were fixed by freezing and sectioned with a cryostat secondary metabolites' [24]. Therefore, we performed 
at - 20 oc. Sections of healthy and MgS04-infiltrated experiments (o"determine whether an oxidative burst is 
leaves did not show any red-violet pigmentation up to induced:' during me infiltration of red beet lea ves with 
48 h after treatrnent (Fig. 3A and B). On the contrary, in A. A. tlÍmefaciéns and whether there is a connection between 
tumefaciens or P. syringae infiltrated leaves, accumulated ... the ROS. production and the synthesis of betacyanins. To 
betacyanin was detected in the epidermis (Fig. 3C and D). . '!;~thíS ' end kinetics of DCFH oxidation by ROS released 
However, the green pigmentation due to the presence of'h( from·- le~ves infiltrated with MgS04 solution or with 
chlorophyIl observed in mesophylI celIs of healthy .. ?r '¿\. A. tumefaciens were obtained (Fig. 5). A basal level of 
MgS04-infiltrated leaves (Fig. 3A and B) was reducedriri A· .\'ROS was detected in leaves infiltrated with MgS04 
tumefaciens-infiltrated lea ves (Fig. 3C) but not i J,l P' :f solution. In contrast, A. tumefaciens-infiltrated leaves 
syringae-infiltrated tissue (Fig. 3D). In A. tumefqci'ims .. / 
infiltrated leaves the red-violet pigmentatiorr. was ;also 
observed in tracheary elements and .' v'~'sculaI;.o dssue 
(Fig.3C). 

The red-violet pigmentation induced"by wounding or by 
bacterial infiltration correlated with betacyanin accumu
lation (Fig. 4). In non-treated léaves~ betacyanin content 
(Bc) was 4 ~g Bc disc -l. In wounded leaves, betacyanin 
levels increased to 28 ~g Bc disc7'1 at 48 h and were stable 
between 72 and 120h after treatment. In P. syringae
infiltrated leaves, betacyanin' le veis increased to 33 ~g Bc 
disc - 1 after 48 h, .. remained stable between 72 and 96 h, and 
increased again to 69 ~g Bc disc -1 120 h after treatment. 
Infiltration . of leaves with A. tumefaciens a!so induced 
accumulationof betacyanins from 87. 1 ~g Bc disc - 1 at 48 h 
to 180 ~g Bc disc - 1 at 120 h after infiltration. In contrast, 
MgS04 infiltration induced only a weak rise in the 
betacyanin level to 27. 9 ~g Bc disc - 1 120 h after infiltra
tion. Betacyanins were not detected in non-wounded 
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Fig. 5. Time coucse of ROS accumulation in A. cumefaciens-infiltrated 
plants. The inccease in DCF Huorescence as a measure of released ROS was 
obtained from discs of MgSO.-infiltrated (A) and agro-infiltrated leaves 
( "') at !he indicated times. Each point represents !he mean ± SD of six 
determinations foc each infiltration time from three different experiments. 
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Fig. 6. Effect of the H20 r generating system (glucose/glucose oxidase) on the induction of betacyanin synthesis. (A) Non-infiltrated leaves and (E) infiJtrated 
leaves with glucose alone do not show visible pigment accumuJation. (e-E) Infiltrated leaves with the glucoseJglucose oxidase system (20, 50, and J 00 U mI-
1, respectively) show a red-violet pigmentarion surrounding the edge of the infil trated sites. 

showed an in crease in ROS after 24 h, it peaked at 36 h 
and progressively declined 48 h post-infiltration. Interest
ingly, ROS release occurred mainly between 24 and 48 h 
post-infiltration whereas betacyanin accumulation was 
detected from 48 to 120 h after infiltration (compare 
Figs. 4 and 5). Hence, ROS production preceded 
betanin synthesis, which suggests that ROS accumulation 
is a signal required to induce the synthesis of the pigment. 

3.3. The ROS production induces betacyanin synthesis 

To evaluate the dependence of betacyanin synthesis on 
ROS accumulation, red beet lea ves were infiltrated with 
an artificial H20 z-generating system (glucose/glucose 
oxidase) and betacyanin content was detennined 48 h 
after infiltration. Three glucose/glucose oxidase concen
trations (20, 50, and 100 U rnl - I

) were assayed in the 
presence of 10 mM glucose and, as a control, glucose 
alone was infiltrated. Whereas those areas that were 
infiltrated with glucose/glucose oxidase showed red-violet 
pigmentation around their edges (Fig. 6C-E) , no pigment 
was observed in glucose-only infiltrated leaves (Fig. 6B). 
In non-infiltrated leaves and leaves infiltrated only with 
glucose, the content of betacyanin was 4.2 and 4.8 ¡.t.g Be 
disc - 1, respectively, whereas the betacyanin content was 
22.2, 38.7, and 55.2 ¡.t.g Be disc - 1 in samples infiltrated 
with 20, 50, and 100 U rnl - 1 of glucose oxidase, 
respectively (Fig. 7). These results suggest that ROS are 
a signal inducing betacyanin synthesis. To test the role of 
ROS as second messenger in the pathogen-induced 
betacyanin synthesis, the production of ROS was inhibited 
in red beet leaf infiltrated with A. tumefaciens. The likely 
source of ROS produced after pathogen infection, 
wounding or other environmental stresses, is a plasma 
membrane NADPH oxidase [29]. Production of ROS after 
pathogen infection can be prevented by diphenylene 
iodonium chloride (DPI), an inhibitor of flavin-containing 
oxidases. Therefore, A. tumefaciens and DPI were co
infiltrated in red beet lea ves and betacyanin content was 
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measured 48 h after co-infiltration. The infiltration of DPI 
alone did not cause visible pigmentation (Fig. 8A), 
whereas, the co-infiltration of A. tumefaciens and DPI (5 
and 10 ¡.¡.M) lead to a reduction of the pigment as 
compared with the pigment produced in A. tumefaciens 
infiltrated leaves (Fig. 8B-D). In non-infiltrated leaves or 
lea ves infiltrated only with MgS04 solution or 5 or 10 ¡.¡.M 
DPI, the betacyanin content ranged from 4.2 to 4.9 ¡.t.g Bc 
disc - l. Betacyanin accumulation induced by A. tumefa
ciens infiltration (72.7 ¡.t.g Be disc - I

) was reduced to 54.7 
and 34.7 ¡.t.g Bc disc - 1 when A. tumefaciens was co
iofiltrated with 5 or 10 ¡.¡.M of DPI, respectively (Fig. 9). 
Thus, these results support the hypothesis that ROS 
production is a signal required for the synthesis of 
betacyanin in B. vulgaris leaves. 
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Fig. 7. Effect of the glucoseJglucose oxidase on the accumuJation of 
betacyanins. The betacyanin content of treated lea ves with three glucose 
oxidase concentrarions (20, 50, and 100 U rnJ - 1) show an increment that 
corre lates with concentration of enzyme infiltrated. Non-infiltrated Ieaves 
(NI) and infiltrated leaves with glucose aJone (O) were used as a control. 
Each point corresponds to the mean ± SD of four deterntinations. 
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Fig. 8. The treatmenl of NADPH ox.idase inhibilor (DPI) causes reductioo of betacyaoio accumulatioo induced by A. tumefacielLv-intiltratioo for 48 b. (A) The 
10 ~ DPI-infiltraled leaves do nOl show visible belacyanio accumulation . Tbe pigment accumulatioo observed by the A. lumefaciem-intiltratinn (B) is 
reduced in leaves c<rinfiltrated with A. tumefaciens aod 5 ~ DPI (C) or 10 ~ DPI (O). 

4. DiscussioD 

During evolution, higher plants have developed self
defense mechanisms that protect them against environ
mental stress factors . Sorne of these mechanisms involve 
the synthesis of secondary metabolites, such as phenyl
propanoids, terpenoids, and aIkaloids [43]. The role of 
betacyanins in defense responses, which are classified as 
chromoalkaloids, has been thus far littIe studied. Our 
results showed that mechanical wounding and 
P. syringae or A tumefaciens infiltration of red beet 
leaves induced betacyanin synthesis (Fig- 4). This 
suggests that these secondary metabolites may play a 
role in stress responses. The plant reaction was difIerent 
depending on the infiltrated bacteriurn. The infiltration 
with P. syringae induces a typical HR and pigment 
accurnulation around the dry and brown tissue. Similar to 
other interactions of P. syringae pv. tabaei with non-host 
plants [20,25] , the formation of lesions with character
istics of a HR in red beet leaves by P. syringae 
pv. tabaei suggests that B. vulgaris establishes an 
interaction of non-host resistance with this bacteriurn. 
The induction of secondary metabolite biosynthesis is 
involved in HR [24] but, to our Irnowledge, this is the 
first report in which betacyanin synthesis induction has 
been associated with HR in red beet leaves. These 
observations suggest that betacyanins may contribute to 
the defense response by confining the disease to the 
infiltrated area. Similar observations have been obtained 
for other secondary metabolites such as phytoalexins and 
ROS scavengers (ascorbic acid, glutathione, rx-tocopherol, 
carotenoids, and phenylpropanoids) that accumulate as 
part of a localized initial response of the plant defense 
[6,16] . Additionally, we observed that betacyanins were 
accumulated in the epidermis of the tissue surrouoding 
the dead area in P. syringae-infiltrated leaves (Fig- 3). 
Likewise, mesophyll cells showed a green pigmentation 
similar to that found in cells of healthy or MgS04-

infiltrated leaves. As in other defense responses [1l,28], 
this pigment localization suggests that betacyanins are 
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synthesized by living cells adjacent to the lesíon site and 
that the pigments contribute to the restriction of pathogen 
spread, thereby limiting the injury. 

In contrast to that observed in P. syringae , the 
A. tumefaciens infiltration does not cause HR, the infiJtrated 
zone shows a turgid appearance and betacyanins are 
accumulated in the infiltrated area (Fig. 2). Microscopic 
analysis also showed pigment accumulation in the epider
mal cells, but a loss of green color in mesophyll cells 
probably caused by a reduction in cWorophyll content was 
observed (Fig. 3). It was shown that in A. eonyzoides cell 
cultures, the exposure to A. tumefaeiens induces the defense 
machinery, including the accumulation ofmRNAs encoding 
a PR protein, enzymes involved in ROS metabolism and 
enzymes involved in the biosynthesis of secondary 
metabolites [10] . Therefore, in red beet leaves, 
A tumefaciens seerns to be triggering a defense response, 
at least regarding the synthesis of betanin. 
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Fig. 9. Betacyaoin accurnulation iD treated leaves with NADPH oxidase 
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point corresponds to the mean ± SD of thTee determinations. 
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In plant-pathogen interactions, ROS are produced, and 
there are several proposed roles for ROS in the defense 
response such as antimicrobial compounds, signaling 
molecules, inducers of host cell death, and reinforcements 
of the cell wall through oxidative cross-linking with cell 
wall structural proteins [2,41]. In addition to the induction 
of betacyanin biosynthesis in response to wounding and 
bacterial infiltration, we show that ROS precede the 
accumulation of betacyanins. The main ROS production 
occurred between 24 and 48 h post-infiltration, prior to the 
start of betacyanin accumulation (Fig. 5). Furthermore, 
treatment with an artificial H20 r generating system induced 
betacyanin synthesis (Fig. 7). NADPH-oxidase is the 
enzyme responsible for O2 synthesis and its activity is 
induced in response to several stresses [28], the inhibition of 
this enzyme with DPI reduced 50% the A. tumefaciens
induced betacynin production. We do not know whether, 
NADPH oxidase inhibition was partial or there are other 
sources of ROS in the plant, or another intermediate, in 
addition to ROS, was able to induce betacyanin synthesis in 
response to A. tumefaciens infection. Thus, our data suggest 
that ROS accumulation is required to induce betacyanin 
synthesis. 

The fact that betacyanin accumulation was responsive to 
bacterial (Fig. 4) and glucose/glucose oxidase infiltration 
(Fig. 7) led us to hypothesize a role for these compounds as 
phytoalexins and/or as ROS scavengers. To test the first 
hypothesis, we assayed the activity ofbetanin as an inhibitor 
of bacterial growth. With this purpose, betanin concen
trations up to 10 mM were added to liquid cultures of 

We therefore favor tbe second hypothesis: betacyanins 
have a role as ROS scavengers. Some secondary 
metabolites display antioxidant properties in vitro, and it 
has been proposed that in planta they act as scavengers of 
ROS excess produced by the onset of defense responses 
[14]. The potential of the antioxidant activity of betalains 
in the prevention of human diseases is under study. In this 
context, the antioxidant activity of betacyanins has be en 
evaluated using in vitro assays [3,26] . The production of 
betacyanins in response to wounding or bacterial infiltra
tion suggests that the pigment produced may function as a 
ROS scavenger, limiting the damage caused by these 
conditions of stress. Likewise, the treatment of cell 
suspension cultures from tobacco with a fungal elicitor 
resulted in the induction of a glucosyltransferase followed 
by the release of phenolic compounds with antioxidant 
properties and subsequent H202 scavenging [6]. Addition
ally, rnicroscopic examination off B. vulgaris leaves 
infiltrated with A. tumefaciens or: R '" syringae showed 
betacyanin accumulation mainly"' jh . epidermal cells. 
Similarly, anthocyanin synthesis Iias ' been observed in 
the leaf epidermis of cott()~·' plélpts' that were inoculated 
with bacterial pathogens. Although anthocyanins are not 
essential for resistancei" it has been suggested that they 
have a protective' role úr tlle healthy tissue surrounding 
infection site&andthat' ili~y playa role as ROS scavengers 
preventing oxidative damage [21] . Furthermore. leaf 
epidermis regions enriched with anthocyanins have an 
elevated antioxidant capacity to scavenge the H202 
produced;'in the mesophyll tissue afier mechanical injury 

P. syringae or A. tumefaciens and bacterial growth was 
measured. Even though we did not know the concentration ,:/[l2] .• ;· Thus, betacyanins could be relevant as ROS 

z scave~gers during the hyperoxidant condition induced by 
bacterial infiltration and wounding. 

of cellular betacyanin at bacterial infiltration sites, these ' 
betanin concentrations were chosen according to . the." 
concentrations that sorne phytoalexins reach in ,planta ;,> 
[32]. However. no changes in bacterial growtlt were 
observed in the cultures treated with betanin as- comparecl 
with non-treated cultures (data not shown)~ ~Ón 'the other 
hand, when in planta bacterial growth was "measured, a 
dramatic drop in bacterial counts was observed after 24 h of 
infiltration, and there was no further., bacterial growth after 
120 h ofinfiltration (data not shown). As betanin was unable 
to reduce bacterial growth in liquidcultures. we believe that 
other mechanisms are responsibIe for restricting bacterial 
multiplication in red beet leaves. Most probably, in the case 
of P. syringae infection. the development of the HR is the 
primary cause oi bacterial; growth inhibition. In other 
Pseudomonas-plant interactions the HR restricts bacteria to 
the site of infection [1] . In the case of A. tumefaciens 
infiltration. another mechanism must be contributing to halt 
its growth. The synthesis of fiavonoid phytoalexins in red 
beet in response to a fungal infection has been reported [34]. 
Furthermore. in addition to phytoalexins, plants synthesize a 
number of different molecules with antibacterial activity 
[22] that may participate in stopping Agrobacterium growth 
in red beet leaves. 
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" ROS-scavenging mechanisms including catalases, su¡:>er-
oxide dismutase, and peroxidases are activated during 
oxidative stress [29]. Previous reports have shown that 
betacyanins are used as substrates by peroxidases from 
B. vulgaris roots [27]. A detoxification mechanism of H20 2 

involving a fiavonoid-peroxidase of leaf extract has also 
been described previously [43]. Thus, the mechanism 
implicated in ROS scavenging by betacyanins may involve 
a peroxidase. Future studies are needed to analyze the 
activation of genes encoding peroxidases in wounding or 
bacteria-infiltrated red beet leaves. 

In conclusion, ROS production appears to be a key event 
that precedes and activates betacyanin accumulation. 
Betacyanins could in tum be relevant as ROS scavengers 
during the oxidative burst induced by bacterial infection and 
wounding. 

5. Uncited reference 
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wounding, bacterial infiltration and oxidative stress. 1 Gabriela Sepúlveda
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Abstract 

Mechanical wounding, infiltration with P. syringae or A. tumefaciens, and 

exposure to an H20 2 generating system (Glc/Glc oxidase) induce betacyanin 

synthesis in red beet (Beta vulgaris) leaves. These conditions also induced the 

expression of BvGT, a gene encoding a glucosyltransferase (GT) from Beta 

vulgaris. BvGT has a high similarity to Dorotheanthus bellidiformis betanidin-5 GT 

involved in the betacyanin synthesis. Furthermore, the transient expression of a 

BvGT antisense construct resulted in the reduction of BvGT transcript 

accumulation and betanin synthesis, suggesting a role for this gene product in 

betacyanin glucosylation. In addition, the NAOPH oxidase inhibitor, diphenylene 

iodonium (DPI), inhibited the accumulation of BvGT transcript in response to the 

infiltration with Agrobacterium tumefaciens. Hence, this result suggests that ROS 

produced by a plasma membrane NADPH oxidase may act as a signal to induce 

BvGT expression, necessary for the betanin synthesis afier wounding and 

bacterial infiltration. 

Keywords: Bacterial infiltration; betacyanin; Beta vulgaris; giucosyltransferase; red 

beet; wounding; 

Abbreviations: DPI, diphenylene iodonium; Glc, glucose; GlcO, glucose oxidase; 

GT, glucosyltransferase; ROS, reactive oxygen species. 
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Introduction 

Wounding and pathogens induce transcription of genes encoding UOP· 

glucosyltransferases that glucosylate hormones and secondary metabolites 

(O'Oonnell et al., 1998; Roberts et al., 1999). This glucosylation reaction is one of 

the mechanisms that allows plants to maintain metabolic homeostasis. Secondary 

metabolites are often converted to their glyco·conjugates and then accumulated 

and compartmentalized in vacuoles or specialized plastids. Furthermore, 

glucosylation of low·molecular-weight molecules, like harmful metabolites or 

environmental compounds, allows the solubilization of these compounds in water, 

for detoxiñcation and modulation of their biological activity (Jones and Vogt, 

2001). Oxidative stress and conditions that promote cell death induce the 

expression of glucosyltransferase genes and the production of transportable 

glucosides which function as reactive oxygen species (ROS) scavengers (Mazel 

and Levine, 2002). ROS, such as hydrogen peroxide (HzOz), superoxide (Oz'-) 

hydroxyl radicals (OH"). and singlet oxygen Caz) act as early messengers in 

signaling cascades activated by diverse external stimuli (Lamb and Oixon, 1997). 

In plant·pathogen interactions, ROS may exacerbate tissue damage or signal the 

activation of defense responses. In the first case, ROS can limit the spread of 

pathogen infection by strengthening the plant cell wall or killing pathogens directly. 

Regarding the activation of defense responses, ROS are known to induce 

expression of pathogenesis related (PR) protein genes, regulating accumulation of 

secondary metabolites, and genes encoding ROS detoxifying enzymes (Oat et al., 

2000; Grant and Loake, 2000). 

Among the ROS-scavenging pathways, the production of antioxidants such as 

ascorbic acid and glutathione may be essential to keep ROS levels low (Mittler, 
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2002). Secondary metabolites such as terpenoids and ph.enolic compounds, 

whose antioxidant properties have been evaluated in vitro, may also participate in 

the modulation of ROS levels (Grassmann et al., 2002; Mittler, 2002). 

In red beet (Beta vulgaris) , betacyanins (red-violet pigments) constitute a class of 

secondary metabolites, where the main betacyanin, betanin, is found in high 

concentration in the sto re root (0.5 9 of betanin/kg) (Strack et al., 2003). Betacynin 

biosynthesis (Fig. 1) starts by the oxidation of tyrosine to dopa by a tyrosine 

hydroxylase (1) (Yamamoto et al., 2001) Dopa is then converted to dopaquinone, 

in a reaction carried out by a tyrosinase or a polyphenol oxidase (2) (Steiner et al., 

1999, Yamamoto et al., 2001). Recently, a gene for a 4,S-extradiol dioxygenase 

(4) involved in betalamic acid synthesis was described (Laurent et al., 2004). 

Glucosylation is known to be a key reaction in the formation of the red-violet 

pigment betanin, but the precise mechanism involved, however, remains to be 

elucidated. Betanidin and eyelo-dopa have been proposed as possible targets for 

sugar attachment in the formation of betanin. In vitro glucosylation of betanidin by 

a betanidin S-O-glucosyltransferase (betanidin S-GT, 7), present in cell 

suspension cultures of Oorotheanthus bellidiformis, takes place after the 

condensation of eyelo-dopa with betalamic acid (Heuer et al., 1996). A cONA, 

corresponding to the betanidin S-GT, has been cloned (Vogt et al., 1999). On the 

other hand, the glucosylation of eye/o-dopa (8) is also controversia/. This 

possibility was first suggested by the detection of eye/o-dopa glucoside in young 

B. vu/garis plants 0Nyler et al., 1984). However, it was not possible to detect an 

enzyme or a recombinant gene product capable oi catalyzing eye/o-dopa 

glucosylation and only traces of this compound, presumably generated by betanin 

hydrolysis were found in young red beet plants (Strack et al., 2003). Recently, the 
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glucosylation of eyelo-dopa was observed in crude extract of Miriabilis jalapa L 

and five other plants producing betacyanin (Sasaki et al., 2004). 

Previously, we found that betacyanins are induced by wounding, bacterial 

infiltration, and a HzOz generating system (Glc/GlcO) and a role for betacyanins as 

ROS scavengers was suggested (Sepúlveda-Jiménez et al., 2004). 

In this report, we provide data that suggest the participation of a GT from B. 

vulgaris (BvGT), in betalain synthesis in response to wounding, infiltration with P. 

syringae or A. tumefaeiens, and exposure to HzOz. Our data also suggest that 

ROS act as a signal to induce BvGT expression, necessary for the betanin 

synthesis during wounding or bacterial infiltration. 

Materials and methods 

Plant material ánd bacteria strains 

Seeds of red beet (B. vulgaris. var."Crosby Egyptian") were germinated in the dark 

between wet paper sheets at 25°C, and after eight days, seedlings were 

transferred to pots with sterile Metromix: Peatmoss substrate. Seedlings were 

grown in a greenhouse at 25°C under natural daylight conditions and the first two 

true leaves of six week-old plants were used in experiments described. 

Pseudomonas syringae pv. tabaei was grown ovemight at 28°C in King's B liquid 

medium (King et al., 1954). Agrobaeterium tumefaeiens was grown for 18 h at 

28°C in Luria B liquid medium supplemented with antibiotics (50 I-Ig mr1 rifampicin 

and 100 I-Ig mr1 kanamycin). For inoculations, the concentration of P. syringae 

and A. tumefaeiens was adjusted to 1.0 X 107 cfu cm·3 in 10 mM MgS04 solution. 
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Wounding treatment and leaf infiltration with bacteria or Glc/GIc.O system 

Mechanical wounding was done by rubbing once with sandpaper on the axial side 

of red beet leaves. Leaves were infiltrated with bacteria or MgS04 using a 1.0 mi 

syringe without a needle. Wounded or infiltrated areas (controlar treatments) 

were identified immediately after treatment, delineating the limits of wounding or 

liquid spread with a felt-tip marker. At 12, 24,48,72, 96, and 120 h after treatment 

0.5 cm diameter leaf discs were collected from marked areas. 

The H20 2 generating system, Glc/GlcO (Sigma, Aldrich Chemical St Louis), was 

prepared and used immediately for plant treatment. GlcO (20, 50, 100 U mr1
) was 

added to 10 mM Glc in 20 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5) and infiltrated 

with a 1.0 mi syringe without a needle. For NAOPH oxidase inhibition, 5 or 10 ¡.LM 

of diphenyl-iodonium (OPI) (Sigma, Aldrich Chemical St Louis) was co-infiltrated 

with bacterial suspension. 

Oetermination of betanin 

Plant material was extracted with 80% methanol, and pigments were analyzed by 

reverse phase, high-periormance liquid chromatography (HPLC), using the 

solvent system described by Heuer et al., (1996). A HPLC Waters modular system 

(Waters, Milford MA. USA) equipped with a 5 !Jm Nucleosil C18 column (250 X 4 

mm, i.d, Macherey-Nagel , Düren Germany), a system controller 600E, an injector 

U6K, and a UV-visible variable wavelength detector 486 were used along with a 

chromatography data management system (Maxima 800). Betanin was detected 

to 536 nm and the concentration of betanin content was estimated using the molar 

extinction coefficient 65 x 106 cm2 mor1
. Betanin was puriñed from beet root and 

used as a standard (Schwartz and von Elbe, 1980: Pourrat et al., 1988) 
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Amplification by PCR of BvGT 

Genomic ONA was extracted from 3 9 of red beet leaves as described by Saghai

Maroof et al., (1984) and used to isolate a fragment of a glucosyltransferase by 

PCR with the forward primer: 5'-CCHGA YATGTIYYTNCCHTGG-3' and the 

reverse primer 5'-RTAWGAWGAWCCWCCYTCYTC-3'. These primers were 

designed based on amino acid consensus sequence from a multiple alignment of 

glucosyltransferases of Dorotheanthus bellidiformis (accession number Y18871), 

Nicotiana tabacum (accession number U32643), and Lycopersicum esculentum 

(accession number X85138). The alignment was constructed with the PileUp 

program (Wisconsin Package Version 10.2 Genetics Computer Group, Madison 

WI). PCR reaction was carried out in 50 I-IL PCR reaction mixtures with 0.2 mM 

dNTPs, 0.2 U Taq polymerase (Gibco-BRL, Life Technologies, Rockville, MO), 0.2 

I-IM of each primer, and 2 I-Ig of genomic ONA. PCR conditions were as follow: 3 

min initial heating at 94°C, followed by 35 three-step cyc/es of 1 min denaturation 

at 94°C, 30 s annealing at 61°C, and 20 s elongation at 68°C, followed by a final 7 

min elongation step at 72°C in a GeneAmp PCR system 9700 (Perkin Elmer Life 

Sciences, Bastan). The expected size ONA fragment of 1.1 kb was recovered from 

an agarose gel using the GFX PCR purification kit (Amersham, Biosciences AB, 

Uppsala), and cloned ¡nto the pMos blue vector (Amersham, Biosciences AB, 

Uppsala). 

Sequencing and analysis of ONA 

Sequencing of the genomic BvGT clone was carried out by thermo sequenase 

radiolabeled terminator cycle sequencing kit, (Amersham Pharmacia Biotech, 
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USA), following the instructions of the manufacturer .. with f1uorescence 

dideoxynucleotides, and using a 377-18 ONA sequencer (PE Applied Siosystems, 

USA). The protein alignment was constructed with the ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uklclustalwl) and MacSoxshade (Version 2.01) programs. 

Transient expression assay of an antisense construct of the BvGT 

A 1036 bp BvGT fragment digested with Sal! and Kpnl restriction enzymes was 

inserted between the same sites of pSin 3X3SS-NOS vector in the antisense 

orientation. This construct (AsBvGT) or only the vector was introduced into A. 

tumefaciens and red beet leaves were infiltrated with the bacterium carrying the 

AsBvGT contract or the pBin3X3SS-NOS vector. 

Expression analysis by RT-PCR 

Total RNA was extracted from infiltrated leaf fragments according to the method 

described by Logemann et al., (1987). RNAs were treated with O.S U RNase-free 

ONase (Sigma, Aldrich Chemical St Louis), precipitated with ethanol, and 

resuspended in water. RNA yield was determined spectrophotometrically and its 

quality was determined by electrophoresis in an agarose/formaldehyde gel 

followed by ethidium bromide staining and UV light visualization. Two ~g of RNA 

were used as a template for RT-PCR reactions using the Mo-MLV RT enzyme 

(Gibco-BRL, Life Technologies Rockville, MO) and 20 pmoles of BvGT specific 

primers (reverse primer S'CTCAATGGAATGCACCGCTT3', and forward primer S' 

GCTGAAGAAAAGGCACGAAAAG3'). For endogenous BvGT mRNA analysis, the 

first strand was synthesized using the reverse primer. For the antisense transcript 

amplification, the first strand cONA was synthesized using the forward primer 

52 



instead of the reverse primer. PCR reactions were carried .out in 50 IJL PCR 

reaction mixtures with 0.2 mM dNTPs, 0.2 U Taq polymerase (Gibco-BRL, Life 

Technologies, Rockville, MO), 0.2 IJM of each primer, and 2 IJI of cONA. PCR 

conditions were as follows: 3 min initial heating at 94°C, followed by 35 three-step 

cycles of 1 min denaturation at 94°C, 30 s annealing at 63°C, and 20 s elongation 

at 68°C, followed by a final 7 min elongation step at 72°Cas described above. 

Amplification of 18S rRNA as an internal standard was performed using the 

"Quantum RNA 18S" kit (Ambion, Inc). PCR products were analyzed on 1.2 % 

agarose gels stained with ethidium bromide. 

Results 

A 8vGT encoding a GT from 8. vulgaris 

Based on amino acid sequence data, an alignment was done to find consensus 

sequences for plant UOP-Glucose:glucosyltransferases and used to design 

primers for amplification by PCR of a ONA encoding a GT from 8. vulgaris 

(accession number T525033). The expected 1036-bp product was obtained and 

its identity as a GT was supported by sequencing. The deduced amino acid 

sequence showed a region between residues 226 and 269 (underlined in Fig.2) 

that corresponds to the UOP-binding domain and a highly conserved region 

among plant GTs known as a plant secondary product GT signature (PSPG box) 

(Bairoch, 1992). The BvGT encoded by the genomic fragment is 63. 8% identical 

(71 .8 % similar) to the betanidin-5 GT from O. bellidiformis and 57.3 % and 56.5 % 

identical (67.3 % and 67.4 % similar) with f1avonoid GTs from N. tabacum and L. 

esculentum, respectively (Fig. 2). 
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Reduction of BvGT expression leads to a decrease in betanin ,content induced by 

infiltration with A. tumefaciens 

To assess the possibility that the BvGT gene product may be implicated in 

betacyanin glucosylation, the expression of the BvGT was down-regulated by its 

antisense sequence using an in planta Agrobacterium-mediated transient 

expression assay and the betanin content was evaluated. Our previous studies 

showed that the betacyanin synthesis in red beet lea ves was induced by A. 

tumefaciens infiltration after 48 h (Sepúlveda-Jiménez et aL, 2004). Likewise, in 

this study the appearance of the red-violet pigmentation was observed in red beet 

leaves inñltrated with A. tumefaciens carrying only the vector after 48 h. However, 

the infiltrated leaves with A. tumefaciens carrying the AsBvGT construct showed 

the absence of this visible red-violet pigmentation (Fig. 3A). 

To determine the effect of the A. tumefaciens-infiltration with AsBvGT on BvGT 

transcript abundance, RT-PCR assays were conducted to evaluate the 

accumulation of sense (endogenous) or antisense (transgene) transcripts. As an 

RNA loading control for the PCR assay, the attenuated product of 18S rRNA oi 

315 bp was obtained using specific primers, and related competimers. Control 

leaves were infiltrated with 10mM MgS04 solution, and only a weak BvGT 

transcript accumulation between 12 and 96 h post-infiltration was observed (Fig. 

4A). In leaves infiltrated with A. tumefaciens, BvGT mRNA was accumulated 

between 12 and 96 h reaching the highest level between 48 and 72 h after 

treatment (Fig. 48). The accumulation of endogenous BvGT mRNA, observed 

between 48 and 72 h post-infiltration, was absent in A. tumefaciens -infiltrated 

leaves with the AsBvGT construct (compare Figs. 48 and C). In contrast, the 
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BvGT antisense transcript (tBvGT) progressively accumulated .at 48 h and begun 

to decline 120 h after A. tumefaciens -infiltration (Fig. 40). 

To determine whether betanin content was affected by the transient expression of 

the AsBvGT construct, HPLC profiles were obtained from A. tumefaciens

infiltrated leaves 12, 24, 48, 72, 96, and 120 h post-infiltration. This allowed 

detection and quantification of betanin under the conditions tested. Treatment of 

plants with A. tumefaciens carrying the vector induced a rise in pigment content 

from 28.6 nmol betanin disc·1 at 48 h to 56.2 nmol betanin disc·1 at 120 h after 

treatment. In contrast, in A. tumefaciens -infiltrated plants with the AsBvGT 

construct, the amount of pigment detected was 7.3 nmol betanin disc·1 at 48 h and 

of 10.3 nmol betanin disc·1 at 120 h post-infiltration. As a control, the time course 

of betanin accumulation, in leaves infiltrated with MgS04 solution, was also 

obtained. This treatment induced a weak increment of betanin content after 48 h 

(3.2 nmol betanin disc·1
) that rose up to 11.2 nmol betanin disc·1 120 h after 

infiltration (Fig. 3B). 

Thus, the reduction of betanin accumulation caused by the transient expression of 

the AsBvGT construct indicates that the BvGT participates in the betanin 

synthesis pathway in red beet leaves. 

BvGT mRNA accumulates in response to P. syringae and ROS 

In this study, the expression of BvGT in response to infiltration with the same 

bacteria that induced betacyanin accumulation was analyzed. Red beet leaves 

were infiltrated with P. syringae and samples were collected at 12-hour intervals 

up to 120 h after treatments, and total RNA was obtained for RT-PCR analysis. 

Results in the figure 4E show that BvGT mRNA accumulated between 12 and 96 
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h in leaves infiltrated with P. syringae, reaching the highest level 48 h after 

treatment Together these results showed that infiltration with P. syringae or A. 

tumefaciens, conditions that lead to betacyanin accumulation, also induced BvGT 

transcript accumulation. 

To determine whether the Glc/GlcO system was also able to induce BvGT mRNA 

accumulation, red beet leaves were infiltrated with 10 mM Glc and with three 

concentrations of GlcO (20, 50 and 100 U mr1
). Figure 5A shows that the 

Glc/GlcO treatment induced BvGT transcript accumulation, reaching its highest 

level when 100 U mr1 of enzyme were used. Low levels of the BvGT transcript 

were detected in leaves infiltrated with Glc alone. Also, NAOPH oxidase inhibitor 

diphenilen iodonium (OPI) at 10 ¡.¡.M, blocked the BvGT mRNA accumulation 

induced by the infiltration of A. tumefaciens for 48 h (Fig. 58). These data suggest 

that NAOPH oxidase is involved in ROS production that in turn may act as a signal 

to induce the expression of BvGT. 

Discussion 

Higher plants have developed self-defense mechanisms that protect them against 

environmental stress factors. Some of these mechanisms involve the synthesis of 

secondary metabolites, such as phenylpropanoids, terpenoids, and alkaloids with 

antimicrobial properties or antioxidant activities (Wink, 1999). However, due to 

their cellular toxicity, many of these compounds are converted to their glyco

conjugates and then accumulated in vacuoles or specialized plastids. Thus, the 

glucosylation reaction is one of the mechanisms that modulates the biological 

activity of secondary metabolites and allows maintaining the metabolic 

homeostasis of plants (Jones and Vogt, 2001). Previous work showed that 
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wounding and pathogens induced the transcription of g.enes that encode 

glucosyltransferases that can glucosylate secondary metabolites and hormones 

(O'Oonnell et al., 1998; Roberts et al., 1999). In this work, we present sorne 

evidence that BvGT encodes a glucosyltransferase related to the betacyanin 

synthesis during defense responses. The accumulation of the BvGT mRNA was 

induced by wounding, bacterial inñltration, and ROS, the same conditions that 

induced the betacyanin accumulation (Sepúlveda-Jiménez et al., 2004). Here, the 

betanin synthesis induced by inñltration with A. tumefaciens was reduced when 

the transient expression and accumulation of the AsBvGT construct was A. 

tumefaciens-infiltrated. Furthermore, the similarity observed between the BvGT 

and the betanidin 5-GT gene of o. bellidiformis, suggests that BvGT encodes an 

enzyme involved in betanin synthesis. To confirm this idea, however, it will be 

necessary to analyze the substrate specificity of the BvGT product. The 

biochemical studies of the BvGT enzyme will be facilitated by the use of 

recombinant protein produced in an E. coli expression system. 

Agrobacterium alters the exoression of plant defense-related genes commonly 

triggered by abiotic stress factors and by non-pathogenic bacteria in cell cultures 

af Ageratum conyzoides. These genes encade a pathagenesis related protein 

(PR), a glucasyltransferase involved in the biosynthesis af phenylpropanoids, and 

peroxidases (Ditt et al., 2001). Similarly to the defense response af A. conyzoides 

cell culture, aur results showed that in reed beet leaves A. tumefaciens induced 

the synthesis of betanin and the expression af a glucasyltransferase that may be 

involved in the defense response. 

Recent studies indicate that ROS play an important role in plant cells as signaling 

molecules involved in the regulatian of gene expression during stress or pathogen 
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infection (Dat et al., 2000). Here we show that the treatment w!th an artificial H20 2 

generating system, induced BvGT expression and treatments with DPI blocked its 

expression induced by the A. tumefaciens -infiltration. These data suggest that 

ROS accumulation is required to induce BvGT expression that in turn, is 

necessary for betacyanin synthesis. In this context, the production of betacyanins 

in response to wounding or bacterial infiltration has been evaluated previously, 

suggesting that the pigment produced, acts as a ROS scavenger, limiting the 

damage caused by these stress conditions (Sepúlveda-Jiménez et aL, 2004). 

Similarly, the treatment of tobacco cell suspension cultures with a fungal elicitor 

resulted in the induction of a glucosyltransferase for the production of 

transportable phenylpropanoid glucosides, followed by the release of free 

antioxidant phenolics into the extracellular medium and subsequent H202 

scavenging by phenolic compounds (Chong et al., 1999). 

In plants, diverse mechanisms have been implicated in the oxidative burst 

including a plasma membrane located NADPH oxidase, a cell wall peroxidase, 

and apoplastic amine oxidase-type enzymes (Grant and Loake, 2000). 

Observations in our laboratory showed that the treatment with DPI reduced the 

betacyanin synthesis induced for the A. tumefaciens infiltration (Sepúlveda

Jiménez et aL, 2004). Additionally, the same NADPH oxidase inhibitor blocked the 

BvGT expression suggesting that an NADPH oxidase is implicated in the ROS 

production in red beet leaves infiltrated with bacteria. However, a number of 

important questions remain unanswered. The analysis of antisense red beet lines 

would help to assess the potential role of ROS in the production of betacyanins. 
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Figure 1. Proposed pathway for the synthesis of betacyanins in plants. (1), 

Tyrosinase hydroxylating activity. (2), Tyrosinase or polyphenol oxidase 

activity. (3) Non-enzymatic cyclization reaction. (4) dopa 4,5-dioxygenase. (5) 

Non-enzymatic cyclization reaction. (6) Non-enzymatic condensation reaction. 

(7) Betanidin 5-0-GT. (8) cyclo-OOPA 5-Q-GT. (9) Non-enzymatic 

condensation reaction. 
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Figure 2. Multiple alignment of the deduced amino acid sequence of the 8vGT and 

other plant glucosyltransferases. Black shading shows identical amino acids and 

gray shading indicates similar amino acids. The underlined sequence correspond 

to the region conserved among the plant secondary product glucosyltransferase 

(PSPG box) of 8. vulgaris (accession number T525033), D. bellidiformis 

(accession number Y18871), N. tabacum (accession number U32643), and L. 

esculentum (accession number X85138). 
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Figure 3. Transient expression of an antisense BvGT construct affects the 

accumulation of betanin induced for A. tumefaciens. A, MgS04-infiltrated leaf does 

not show visible betacyanin accumulation (Ieft). In an infiltrated leaf with A. 

tumefaciens carrying only vector, there is a development of red-violet pigmentation 

in the infiltrated zone (center), whereas, in leaves with transient expression of 

AsBvGT construct do not show a red-violet pigmentation (right) . B, Time-course of 

betanin accumulation in A. tumefaciens-infiltrated plants. Content of betanin was 

measured from MgS04-infiltrated (O), A. tumefaciens-infiltrated with empty vector 

(-) and A. tumefaciens-infiltrated leaves with the AsBvGT construct (e), at the 

indicated times. Each point corresponds to six determinations for each time from 

three different experiments. 
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Figure 4. Analysis by RT-PCR of the accumulation of 8vGT mRNA in leaves 

infiltrated with bacteria. Red beet leaves were infiltrated with 10 mM MgS04 

solution (A), or with A. tumefaciens carrying vector (B). In A. tumefaciens, 

infiltrated samples with the As8vGT construct (C and O), the analysis of the 

accumulation of the endogenous transcript (8vGT) was done synthesizing the 

cONA first strand with the reverse primer (C). For the analysis of the accumulation 

of the mRNA of the antisense transgene (tBvGT), the synthesis of the cONA first 

strand was done using the forward primer (O). The accumulation of BvGT mRNA 

in leaves infiltrated with P. syringae is also shown (E). The amplification of an 

attenuated product of the 18S rRNA was used as the RNA loading control. 
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Figure 5. The express ion BvGT mRNA in leaves infiltrated with the GlclGlc 

oxidase system or co·infiltrated with A. tumefaciens and OPI for 48 h. A, the 

accumulation of the BvGT transcript in non·infiltrated leaves (NI), in infiltrated 

leaves with Glc alone (O) or in combination with one of three Glc oxidase 

concentrations (20, 50, and 100 U mr1
) . B, the BvGT mRNA accumulation with A. 

tumefaciens and OPI (5 or 10 IJM). 
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6.3 Efecto de metil jasmonato en cultivos verdes de betabel en suspensión. 

Se conoce que una de las respuestas de las plantas a diversas condiciones de 

estrés (herida, ataque de patógenos, desecación, salinidad) o de desarrollo 

(senescencia), es la síntesis de jasmonatos que son inductores a su vez de la 

síntesis de metabolitos secundarios tales como las antocianinas, f1avonoides y 

alcaloides (Wasternack y Parthier, 1997). Aunque no se sabe si tales jasmonatos 

inducen la síntesis de betalaínas, hay que recordar que estos metabolitos 

secundarios son clasificados como alcaloides (Roberts y Strack, 1999). Así mismo, 

que la herida y la infiltración con bacterias indujeron la síntesis de betacianinas en las 

hojas de betabel (apartado 6.1, figuras 2 y 3). 

Por tanto, para probar si los jasmonatos pudieran estar participando en la 

inducción de la biosíntesis de betacianinas, se obtuvieron cultivos en suspensión de 

la línea celular verde, se les adicionó metil jasmonato (100 ¡.¡.M) Y se tomaron 

muestras a las 6, 12, 24, 48 Y 144 h (etapa final del crecimiento del cultivo), que 

fueron analizadas espectrofotométricamente. 

Material biológico. Los cultivos de callos verdes en suspensión se obtuvieron 

sembrando 4g de peso fresco de callos en un matraz Erlenmeyer de 125 mL que 

contenía 30 mL de medio de cultivo Gamborg's 8s (Gamborg y col, 1968), con 

sacarosa al 3%, 0.2 mg/L de cinétina, 0.02 mg/L de ácido 2, 4-diclorofenoxiacético y 

un pH del medio de 5.5. Los cultivos fueron incubados a 24°C, con un fotoperíodo de 

16 h luz! 8 h oscuridad e iluminación de 32 W/m2
. 
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Para obtener los cultivos disgregados, los agregados mayores: a 25 ¡.Jm se separaron 

por filtración y el inóculo se preparó creciendo las células disgregadas en matraces 

de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo y agitación rotatoria a 100 rpm. 

Tratamiento con metíl jasmonato. Los cultivos verdes en suspensión fueron 

subcultivados en medio líquido fresco y al quinto día. de crecimiento se les agregó 

una alícuota de un stock de metil jasmonato (Apex Organics, Leicester, UK) disuelto 

en N, N-dimetil-formamida para dar en los cultivos una concentración final de 100 ¡.JM 

del compuesto. A las 6, 12, 24, 48 Y 144 h de iniciado el tratamiento se tomaron 

muestras de 3 mL para la determinación de betacianinas y de peso fresco. Los 

controles para cada uno de los tiempos fueron cultivos sin metil jasmonato y cultivos 

con sólamente el solvente (N, N-dimetil-formamida). 

Determinación de betacianinas. Un mL de cultivo en suspensión fue centrifugado a 

3000 rpm X 10 min y el paquete celular fue resuspendido con 1.0 mL de agua y 

homogeneizado con un tubo con pistilo de vidrio. Los extractos fueron centrifugados 

a 10 000 g por 10 min y se midió la absorbancia a 536 nm del sobrenadante. La 

cuantificación de las betacianinas se realizó considerando un coeficiente de extinción 

molar de 65 X 106 cm2 mo/"1, reportado para la betanina (Schwartz y van Eibe, 1980). 

Resultados. Los perfiles de absorción entre 350 y 700 nm de los extractos de los 

cultivos de células tratados con metil jasmonato, indicaron que a las 12 h comienza 

a aparecer un aumento en la absorbancia que abarca entre los 450 y 550 nm y que 

se hace más evidente a las 24, 48 Y 144 h de tratamiento (Figura 1). Estos aumentos 

en la absorbancia abarcan las longitudes de onda a las que absorben las 

betacianinas, por lo que se evaluó el contenido de los pigmentos. El contenido de las 

betacianinas a las 24, 48 Y 144 h de inducción fueron de 342.6, 784.5 Y 1265.6 I-1g 
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de betacianinas/g de PF, respectivamente. Por lo cual, estos r~sultados sugieren que 

metil jasmonato podría inducir las síntesis de betacianinas en cultivos verdes. 
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Figura 1. Espectros de absorción de cultivos verdes de betabel en 

suspensión sin (-) y con 100 j.JM de metil jasmonato (--). 
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6.4 Análisis de la expresión diferencial de los AONc obtenidos de los callos 

verdes y rojos de betabel. 

Con el objetivo de aislar genes que codifican para las enzimas de la ruta de 

síntesis de betacianinas y así estudiar los efectos de la herida ó la infiltración con 

bacterias, en este trabajo se planteó usar como modelo de estudio los callos verdes y 

rojos (productores de betacianinas) de B. vulgaris, para obtener a través de la técnica 

de "differential display" los AONc de los ARNm que se expresan diferencialmente en 

los dos tejidos. 

Material biológico. Los cultivos de callos rojos y verdes que se usaron, fueron los 

obtenidos por Ontiveros (1994). Este tejido fue mantenido por resiembras periódicas 

cada 20 días en el medio de cultivo de Gamborg's 85 (Gamborg y col, 1968), con 

sacarosa al 3%, 0.2 mg/L de cinétina, 0.02 mg/L de ácido 2, 4-diclorofenoxiacético, 

1.2 giL de fitagel y un pH del medio de 5.5. Los cultivos fueron incubados a 24°C, con 

un fotoperíodo de 16 h luz/8 h oscuridad e iluminación de 32 W/m2
. 

Extracción del ARN total. Un gramo de cultivo de callo rojo o verde fue pulverizado 

en un mortero con nitrógeno líquido y el ARN total fue extraído con el buffer de 

extracción conteniendo: isotiocianato de guanidina (5M), laurilsarcocianato de sodio 

(0.5%), citrato de sodio (50 mM, pH 7.0), 2-mercaptoetanol (72 mM) y de acuerdo al 

método descrito por Kai-Wun y col (1991). Su concentración se determinó por su 

absorbancia a 260 nm y los ARNs totales fueron almacenados a -70°C hasta su uso. 

"Differential display". El protocolo que se usó para desarrollar el "differential display' 

fue el descrito por Liang y Pardee (1995), el cual consiste de las siguientes etapas: 
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a) Tratamiento con DNasa I del ARN total. 

Para digerir el ADN presente en las muestras de ARN total obtenido de callo 

rojo o verde, en un ensayo de reacción de 50 ¡JL se trataron 50 ¡Jg de ARN con 10 U 

de DNasa I libre de RNasa (Sigma Chemical Company), 10 U de inhibidor de RNasa 

de placenta humana (Sigma Chemical Company), con el buffer y las condiciones 

recomendadas para la DNasa 1. Después de incubar a 37°C por 30 min, la ONasa I 

se inactivó con fenol/cloroformo y el ARN se precipitó con acetato de sodio 3M, 

etanol ya-70°C. Se cuantificó el ARN por su absorbancia a 260 nm y se revisó su 

integridad por electroforesis en geles de agarosa y tinción con bromuro de etidio. 

b) Ensayo de transcriptasa reversa. 

Los ADNc se sintetizaron a partir de 1.0 ¡Jg de ARN tratado con ONasa 1, con 

200 U de transcriptasa reversa murina MoMuLV (Gibco-BRL), con dNTPs y el buffer 

a las concentraciones recomendadas para la enzima. Además se usó una mezcla de 

"primers aligo-dI anclados degenerados: 5' T12MN 3' (Operan Technologies Inc., 

Alameda CA) donde MN son los nucleótidos GC, AC y CC. 

c) Amplificación de·Jos ADNc por PCR. 

Una mezcla de reacción para Taq DNA polimerasa (Boehringer Manheim) fue 

preparada de acuerdo a las condiciones sugeridas para la enzima, conteniendo (a-

32p) dCTP (Amersham Pharmacia Biotech), la mezcla de los "primers" 5' T12MN 3' en 

combinación con el decámero arbitrario OPM 3 (Operon Technologies Inc., Alameda 

CA) con la secuencia: GGGGGATGAG. El programa usado para la amplificacJón de 

los ADNc consistió de 40 ciclos a 94°C (30 seg), 40°C (2 min) y 72°C (30 seg) y de 

un ciclo a 72°C (5 min). 
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d) Separación por electroforesis en geles de poliacrilamida de .los productos de PCR. 

Alícuotas de 3.0 !JL de los productos del PCR mezcladas con buffer de carga 

fueron corridas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6%, a 60W y por 4 h. 

Después de la electroforesis, el gel se transfirió a una hoja de papel Whatman 3 MM, 

se secó por calor y se expuso a una película fotográfica de rayos X (X-KOmat, 

Kodak) a -70°C. 

e) Recuperación, reamplificación y clonación de los ADNc expresados 

diferencialmente. 

Después de localizar las bandas de ADNc que se expresaron diferente entre 

las muestras de callo rojo y verde, se procedió a cortarlas del gel y reamplificar el 

ADNc en un nuevo ensayo de PCR bajo las mismas condiciones y con la 

combinación de mezcla de "primers oligo-dTs" y el decámero OPM 3 usada en la 

primera amplificación. Las bandas de ADNc que se reamplificaron fueron 

nuevamente separadas en un gel de agarosa, recuperadas del gel con el GFXTm 

PCR purification kit (Amersham, Pharmacia Biotech) y clonadas en E. coli usando el 

"pMOS blue blunt ended cloning Kit (Amersham Pharmacia Biotech) y que se 

secuenciaron con un secuenciador automático (modelo 377-18, PE Applied 

Biosystems, EUA). 

"Northem blof'. En un gel de agarosa al 1.2% con formaldehído se corrieron por carril 

50 !Jg de ARN total de callo rojo o verde. El gel se transfirió a una membrana de 

nylon (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech), se fijó en un secador de geles a 

80°C por 2 h Y con NaOH (0.05 M) por 5 mino La membrana de nylon se hibridó 

contra el ADNc de la clona 18 o de la 19, que se marcaron radiactivamente con el 

sistema de marcaje rediprime ™II (Amersham Pharmacia Biotech). Las condiciones 

73 



de hibridación fueron : 65°C por 16 h en un buffer conteniend9 fosfato de sodio (0.3 

M, pH 7.2), SOS (7%) Y EDTA (1 mM). Al término de ésta incubación, la membrana 

se lavó dos veces con SSC 3X y SOS (0.1 %) a 65°C por 30 min en el primer lavado y 

por 10 min en el segundo lavado. Se secó y se dejó exponiendo contra una película 

de rayos X (X-KOmat, Kodak) a -70°C. 

"RACE". Para conocer el extremo 5' de los ADNc de las clonas 18 y 19 se usó la 

técnica conocida como "RACE" propuesta por Frohman y col, (1988) con las 

siguientes modificaciones. Se purificó poli(At ARN de acuerdo al método descrito por 

Kingston (1994). El cual, se usó para obtener ADNc en una reacción con la enzima 

transcriptasa reversa MoMuLV (Gibco-BRL) y usando un "primer' específico 

("primers": 18-1 o 19-1, Figura 10) del ADNc a amplificar en su extremo 5'. Al ADNc 

resultante se le añadió una secuencia de poliG usando dGTP yla enzima 

deoxinucleotidil-transferasa-terminal (Boehringer, Mannheim). El producto se 

amplificó en una reacción de PCR y utilizando como primer adaptador un oligodC y 

un segundo primer específico del gen ("primers: 18-2 o 19-2, Figura 10). Después de 

la amplificación, el producto fue clonado en E. coli usando el pMOS blue blunt ended 

cloning Kit (Amersham Pharmacia Biotech) y secuenciado con un secuenciador 

automático (modelo 377-18, PE Applied Biosystems, EUA) . 

Resultados. 

En la figura 1, se muestra el patrón de bandas de los ADNc amplificados por 

"differential display" de los ARNm obtenidos de los callos verdes y rojos de betabel. 

Como se puede observar dos ADNc, llamados 18 y 19 fueron expresados 

preferentemente en los callos rojos que en los verdes, por lo cual estas bandas de 

ADNc fueron clonadas y su secuencia es mostrada en la figura 2. El análisis de las 
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secuencias de los AONc de las clonas 18 y 19 sin embargo, indicó que no hay 

similitud con otras secuencias reportadas en el banco de genes. 

Callo 
verde 

• 

~ .. 
~11111' 

Callo 
rojo 

1 2 3 4 5 6 

.. 18 

.. 19 

Figura 1. Patrón de bandas de los AONc 

amplificados por "differential displayn de 

los ARNm obtenidos de callos verdes 

(carriles 1 y 2) Y callos rojos (carriles del 

3 al 6) de betabel. Los AONc 18 y 19 

fueron expresados preferentemente en 

los callos rojos. 
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Clona 18 (281 pb) 

GGGGGATGAG ACACGGGTGG CTATGGACAT GGTGGTTATG GACACGGCGG ATATGGAGGT 60 

CACTACCCAC CAAAGGAAGA AATTAACAAC TAGTACATGT TAGTGAATGA AGCTATCTAG 120 
Primer 18-2 
TTTGCTTTCT GATAGGCGTG CATGCAAATA TGCAGGATGA CAAAAATGAA CTACTTTTAC 180 
Primer 18-1 
AAGTGAATAT GTATTTTAAT AAGCATGTCT AATGAAATGT ATCCCCATCT TTATGCTTAT 240 

GTAATGAAGT AATATAAAGT CTTTGTGCGC ~~ A 

Clona 19 (278 pb) 

GGGGGATGAG GTATTTAATG TAAACAAAAA TATGTAGTTG TGTATATTCA GCATGTTGTT 60 

AGCAGCCCCC TCCCTGCCAC AACGAAAGGT AGATATTGAA AF.GAACAGTT TACACTTAAG 120 
Primer 19-2 
~_~TTAGGATG GAGCATTTTG CAAAGAATTG TGAAAATTTT GATTTCAGAT TGCAATTATT 180 

GAGGTTAAAA TAGGAAATGT ATAGATGAGT CAGAAAATGT TTCCTATTAT ATTGATTTTT 240 
Primer 19-1 

ATGTTTATAT GTTGTACAGT TCTGCGTAAA AAF_~~ 

Figura 2. Secuencia de nucleótidos de los AONc de las clonas 18 y 19. 

Por otra parte, para reevaluar la acumulación del ARNm del AONc de las clonas 

18 Y 19 se realizó un análisis por "Northem blof'. Como se muestra en la figura 3A, 

hay una mayor acumulación del ARNm del AONc de las clona 18 en los callos rojos 

que en los callos verdes. En el caso del AONc de la clona 19, no se obtuvo el 

aNorthem blof' respectivo. Por lo cual, en base a la secuencia del AONc de la clona 

19, se diseñaron oligonucléotidos específicos y se obtuvo por RT-PCR el patrón de 

acumulación del ARNm. Como se muestra en la figura 38 , también para éste AONc 

hay una mayor acumulación de ARNm en los callos rojos que en los callos verdes. 
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Figura 3. Acumulación del ARNm de las clonas 18 (A) Y 19 (B) en callos rojos y 

verdes de betabel. 

Con la amplificación del extremo 5' del AONc de la clona 18 por la técnica de 

"RACE" se obtuvo un producto de aproximadamente 805 pb de peso molecular que 

fue clonado (clona 18-RACE) y secuenciado. Para el caso del AONc de la clona 19 

se realizaron los ensayos respectivos, pero bajo la serie de condiciones de PCR que 

fueron probadas no se obtuvo un producto deñnido. No obstante, se deberán probar 

otras condiciones tanto para la síntesis del AONc así como de su amplificación por 

PCR. 

La secuencia de nucleótidos de la clona 18-RA CE fue ensamblada con la 

secuencia hacia el extremo 3' (clona 18) obtenida con el análisis de "differential 

display' . El producto fue un AONc de 1111 pb que se muestra en la figura 4. Al 
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analizar está secuencia de nucleótidos, se encontró en el nucleótido 79 un sitio de 

inicio de la traducción, seguido de un sitio de terminación localizado en la base 235, 

de un segundo sitio de inicio de la traducción en el nucleótido 382 y de uno de 

terminación en la base 931 (Figura 5). La presencia de dos sitios de inicio de la 

traducción, dio la pauta para revisar si parte de este fragmento es producto de un 

artificio creado durante el ensayo de PCR. Con este fin, se sintetizaron dos 

oligonucleótidos, uno hacia el extremo 5' (5'-62) abarcando el primer sitio de inicio de 

la traducción y otro complementario hacia el extremo 3' (3'-704) Y cuyas secuencias 

son mostradas en la figura 5. Se realizó un ensayo de RT-PCR, utilizando ARN de 

callo rojo y el oligonucleótido 3'-704 para la reacción de RT, mientras que para la 

reacción de PCR se utilizaron ambos oligonucleótidos. También está reacción de 

PCR se hizo con AON de hoja de betabel, pero en ambos casos, no se encontraron 

los productos deseados. Como un control, con los dos oligonucleótidos se realizó 

una reacción de PCR utilizando al AONc de la clona 18-RACE, con lo que se obtuvo 

efectivamente el producto de 805 pb. Así mismo, el análisis de la secuencia desde el 

nucleótido 79 al 382 mostró la ausencia de intrones. Descartando la posibilidad de 

que alguna de las secuencias de nucleótidos ubicadas entre los dos supuestos sitios 

de inicio de la traducción, corresponda a la secuencia de un intron. Estos resultados 

mostraron que efectivamente parte del extremo 5' obtenido del "RAeS' es producto 

de un artificio probablemente producido durante la amplificación por PCR. 
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~ CA 

CCTTTGGTGG GTAGTGACAA AAGCATAACA TTTAATTATG AGTTAAAACA TCCAATTTTC 60 

CACATCCCAT AAGCGTTCAT GTGCGGATTA TATCTTTTTT CTTTTTCTTC TGTTTTGAGA 120 

CTTTTGAATC ACAAGGATCA CAAGATCTTG GCTATCTTGC CATTTTTCAC CAATTGTCAA 180 

CACTATTTCA CCTACTGTCA TCCATTCTAT CTGCTTTATT TTATTTATCT TTATTGATCC 240 

TATAGGCTAT TAATATGCCT ATTAATATGC CTATATATAT GGTTCTTACC TTGGCACACT 300 

TCTCATCCAA AGCAACTCAA AGAAGACAAA GCTCTTAAAA AAAAAAAAAA TCCACGAGTA 360 

CTCACTTGTG AGTTGATAAA AATGGCCTAC TCTAAGGCAT TTCTCCTTCT TGGCCTTCTA 420 

TCTTTTGTGC TCCTTGTTTC GTCTCGTGAA CTCGCCGAGT CTACTTCTAC TGAAACTCAG 480 

GAGTCAAAGG ACTTAGATGG ATATGGTCAC GGTGGTTATG GTTATGGACA TGGCGGTTAT 540 

GGCCATGGCG GCTATGGTCA TGGTGGCTAT GGACATGGTG GTGGATACGG TGGCCACTAT 600 

CCACCAGAAG AAGAAGAGAA GGATGTGATG GAAAATGTTG AGCCACAGGG TTATGGATAT 660 

GGTGGTTACG GTCATGGTGG CTATGGACAT GGTGGCTATG GACATGGTGG TGGATATGGT 720 

CATGGTGGTC ATGGTCATGG TGGGTACGGC CAAGGTGGCA ATGGTCATGG TGGATATGGA 780 

CATGGTGGCT ATGGACATGG TGGTTATGGA CACGGCGGAT ATGGAGGTCA CTACCCACCA 840 

AAGGAGGTGG CTATGGACAT GGTGGTTATG GACACGGCGG ATATGGAGGT CACTACCCAC 900 

CAAAGGAAGA AATTAACAAC TAGTACATGT TAGTGAATGA AGCTATCTAG TTTGCTTTCT 960 

GATAGGCGTG CATGCAAATA TGCAGGATGA CAAAAATGAA CTACTTTTAC AAGTGAATAT 1020 

GTATTTTAAT AAGCATGTCT AATGAAATGT ATCCCCATCT TTATGCTTAT GTAATGAAGT 1080 

AATATAAAGT CTTTGTGCGC AAAAAAAAAA A 1111 

Figura 4. Secuencia de nucleótidos del producto obtenido por RACE (azul) y su 

ensamble con la secuencia de la clona 18 (rojo) aislada por "differenfial display'. La 

secuencia subrayada es la común entre los dos ADNc. 

Tomando en cuenta el nucleótido 382 como el sitio de inicio de la traducción, se 

tiene un marco de lectura abierta de 549 nucleótidos que codificarían para un 
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polipéptido de 183 aminoácidos. La secuencia deducida de aminoácidos (Figura 5) 

indica que es una proteína rica en glicina (25.2%), tirosina (9.57%) e histidina 

(8.70%) arreglados en mayor frecuencia como motivos GGYGH (cuadro 1). 

Por su parte, el análisis de homología de la secuencia deducida de aminoácidos 

(Figura 6) indicó que el polipéptido tiene similitud con proteínas ricas en glicina 

(PRG). Estas proteínas incluyen a una de Cicer arietinum inducida por herida y ácido 

salicílico, las de alfalfa (Medicago sativa) inducidas por ABA, frío, sequía, salinidad y 

herida, así como una PRG de Hordeum vulgare con similitud a citoqueratinas de 

humanos (cuadro 2). 

Para conocer si el ARNm del AONc de la clona 18 se acumula en otros tejidos se 

realizó un "Northem blof' usando como sonda el AONc de la clona 18 y ARN de raíz 

de almacenamiento, raíces secundarias, callo rojo, callo verde y hojas de betabel. Se 

encontró una fuerte acumulación del ARNm en el callo rojo, seguida de una menor 

acumulación en el callo verde, en raíces y en hojas (Figura 7). 
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P 1 

P L V G S D K S 1 T F N Y E L K H 17 
CCT TTG GTG GGT AGT GAC AAA AGC ATA ACA TTT AAT TAT GAG TTA AAA CAT 51 

F H 1 P A F M s G L y L F s F s 36 
CCA ATT TTC CAC ATC CCA TAA GCG TTC ATG TCC GGA TTA TAT CTT TTT TCT TTT TCT 10 8 

5 ' -62 
S V L G L L N P K D H K 1 L A 1 L P F 55 
TCT GTT TTG GGA CTT TTG AAT CCC AAG GAT CAC AAG ATC TTG GCT ATC TTG CCA TTT 165 

F T N C Q H Y F T Y C H P F Y L L Y F 74 
TTC ACC AAT TGT CAA CAC TAT TTC ACC TAC TGT CAT CCA TTC TAT CTG CTT TAT TTT 222 

1 y L y S y R L L 1 C L L 1 C L y 1 93 
ATT TAT CTT TAT TGA TCC TAT AGG CTA TTA ATA TGC CTA TTA ATA TGC CTA TAT ATA 289 

W F F P W H T S H P K Q L K E D K A L 112 
TGG TTC TTC CCT TGG CAC ACT TCT CAT CCA AAG CAA CTC AAA GAA GAC AAA GCT CTT 336 

K K K K N P R V L T C E L 1 K M A Y S 131 
AAA AAA AAA AAA AAT CCA CGA GTA CTC ACT TGT GAG TTG ATA AAA ATG GCC TAC TCT 393 

K A F L L L G L L S F V L L V S S RElSO 
AAG GCA TTT CTC CTT CTT GGC CTT CTA TCT TTT GTG CTC CTT GTT TCG TCT CGT GAA 450 

L A E S T S T E T Q E S K D L D G Y G 169 
CTC GCC GAG TCT ACT TCT ACT GAA ACT CAG GAG TCA AAG GAC TTA GAT GGA TAT GGT 507 

H G G Y G Y G H G G Y G H G G Y G H G 188 
CAC GGT GGT TAT GGT TAT GGA CAT GGC GGT TAT GGC CAT GGC GGC TAT GGT CAT GGT 564 

G Y G H G G G Y G G H Y P P E E E E K 207 
GGC TAT GGA CAT GGT GGT GGA TAC GGT GGC CAC TAT CCA CCA GAA GAA GAA GAG AAG 621 

D V M E N V E P Q G Y G Y G G Y G H G 226 
GAT GTG ATG GAA AAT GTT GAG CCA CAG GGT TAT GGA TAT GGT GGT TAC GGT CAT GGT 678 

G Y G H G G Y G H G G G Y G H G G H G 245 
GGC TAT GGA CAT GGT GGC TAT GGA CAT GGT GGT GGA TAT GGT CAT GGT GGT CAT GGT 735 

3 ' -704 
H G G Y G Q G 'G N G H G G Y G H G G Y 264 
CAT GGT GGG TAC GGC CAA GGT GGC AAT GGT CAT GGT GGA TAT GGA CAT GGT GGC TAT 792 

G H G G Y G H G G Y G G H Y P P K E V 283 
GGA CAT GGT GGT TAT GGA CAC GGC GGA TAT GGA GGT CAC TAC CCA CCA AAG GAG GTG 849 

A M D M V V M D T A D M E V T T H Q R 30 2 
GCT ATG GAC ATG GTG GTT ATG GAC ACG GCG GAT ATG GAG GTC ACT ACC CAC CAA AGG 906 

K K L T T S T C 
AAG AAA TTA ACA ACT AGT ACA TGT TAG TGA ATG AAG CTA TCT AGT TTG CTT TCT GAT 963 

AGG CGT GCA TGC AAA TAT GCA GGA TGA CAA AAA TGA ACT ACT TTT ACA AGT GAA TAT 1020 

GTA TTT TAA TAA GCA TGT CTA ATG AAA TGT ATC CCC ATC TTT ATG CTT ATG TAA TGA 1077 

AGT AAT ATA AAG TCT TTG TGC GCA AAA AAA AAA A 1111 

Figura 5, Secuencia de nucleótidos y la deducida de aminoácidos del ensamble de los ADNc 
aislados por "differential display" y por "RACE", Los sitios de inicio y final de la traducción son 
indicados en rojo y en azul , respectivamente, Las secuencias subrayadas corresponden a 
los oligonucleótidos 5'-62 y 3'-704, 
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Cuadro 1. Composición de la secuencia deducida del péptido 

de 183 aminoácidos. 

Composición deducida de aminoácidos (%) 

Gly 25.22 Ala 2.61 Ser 3.91 

Thr 4.78 Val 3.91 Leu 8.26 

lIe 1.74 Pro 3.48 Cys 1.74 

Met 3.04 His 8.70 Tyr 9.57 

Asp 3.04 Glu 6.09 Lys 6.09 

Arg 1.30 Asn 1.30 Gln 2.17 

Phe 1.74 Trp 0.87 TER: 0.43 

Cuadro 2. Homología de la secuencia deducida de aminoácidos de la PRGBv 

con otras proteínas ricas en glicina. 

Número de acceso en Proteína rica en glicina Identidad Similitud 
el banco de genes (%) (%) 

L03708 Medicago sativa 55.6 59.8 

S40947 Medicago sativa 55.6 59.8 

AJ012829 Cicer arietinum 54.6 57.5 

M74189 Medicago sativa 50.6 57.3 

X52580 Hordeum vulgare 49.7 54.5 
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PR~2 -----------------------------------------.---------------HGGH: 4 
PR~3 --------------------------------------------------------HGGH: 4 
PR~l MDSKKAILMLSLLAMALISSVMSARDLTETSTDAKKEVVEKTNEVNDAKYGGGYNHGGGY: 60 
PRGCa --------------------EVSARDLTEISSNTEKDVAEKKNEVTDANY.DGFNGGGNY: 39 
PRGHv ------------------MASKSKGLVVLALLLAAAILVASADEHPQAKKEENEAGVENF: 42 

PRGMs2 G.GGGY.NGGGGHGGHGGGGYNGGGGHGGHGGAESVAVQTEEKTNEVND~KYG .... GGS: 58 
PR~3 G.GGGY.NGGGGHGGHGGGGYNGGGGHGGHGGAESVAVQTEEKTNEVND~KYG .... GGS: 58 
PRGMSl N.GGGY.NHGGGY.NHGGGGYHNGGGGYNHG ............. . ....... G .... GGY: 92 
PRGCa GNGGGYPSNGGGNYGHGGGNYGNGGGNYGHGGNGGGNYGNGGGNYGHG~GHGSNGGG: 99 
PRGHv FHGGG.GHHGHGRGGHGGGGYGGGGGYGGGGGG ........... YPGG~GYG.GGGGGY: 89 
PRGBv ----------------------------MAYSKAFLLLGLLSFVLLVSSREL~ESTSTET: 32 

PR~2 NYNDGRGGYNH.,;.., GGHG. SVAVQTEIKTNEVND~: 117 
PR~3 NYNDGRGGYNH~ GGHG. H~G~G~~G;~~!1Gi;.HIGGAESVAVQTE KTNEVND~:117 
PRGMSl NGGGGHGG .. H GYN . SVAVQTE KTNEVND~:149 
PRGCa NYGNGGGNYGH: ~ ...... 'pNY..... . ............... ~~: 137 
PRGHv PGHGGEGGGGY:~GG ... G~~il~:~~~~~~J~~~~;~~~GGE .............. G~: 132 
PRGBv ~ESKDLDGYGH~YGYGHG Y~PEE ... EE~NVEPQ: 89 

PRGMs2 "'.. . .' • SNY ... NlI~~G~H:~. GY . N§Gq .. ~H~Hg .... E' HG!H . GGHGI~ HG~ : 164 
PR~3 ~; ' . ;._ ' SNY ... NI. ,' : . G~:< H~.~ .. c ' GY . N:ElGG~ .. eH~HL~ ... " , G~. H H . GGHG: HG~1D : 164 
PRGMsl ~ . So SNY ... NI. Gl~,G, .. . H~. ,SG. GY . Nl!~. G! .. ~H'i, ... 5H .... k HGi-. H. GGHG" ... HG¡fl .196 
PRGCa _ ' HG GNY .•• G~ 'GH1' NY • GrmGe YP~H GGYP§NG GGGHGSHGí5jG' 192 
PRGHv G.t,., G' . GYHGHGGi'5lGG ' G' GG~ ' . GYPG~G >. ' G~H~. : . CKWS CC '. HGFLHH~CRCC : 189 
PRGBv G · Y:G .. YGHGGY: : '. G. GHG: . YGHGG~H§GY§QWi§HGGY§HG, GHGGY§HG8Y : 147 

PRGMS2 QTEDNTQNDWNDII:~HHAHFLSNICHE---------: 191 
PRGMs3 QTEDNTQND~DII'.:í:lHHAHFLSNICHE---------: 191 
PRGMSl QTEDNTQN----------------------------:204 
PRGCa YVG~TDV~DKT~--------------------:208 
PRGHv ARADEVPEv~-------------------------:200 
PRGBv GGHYPPKEVAMDMV~TADMEVTTHQRKKLTTSTC:183 

Figura 6. Alineamiento de la secuencia deducida de aminoácidos del AONc de la 

clona 18-RACE (PRGBv) con otras secuencias de proteínas ricas en glicina (PRG). 

Las abreviaturas son Ms para Medicago sativa, Ca para Cicer arietinum, Hv para 

Hordeum vulgare y Bv para Beta vulgaris. Los aminoácidos idénticos son los 

sombreados en gris y los aminoácidos similares son los sombreados en negro. 
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RA CV CR RS H A 

-
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28S .. --,.. . 
Figura 7. Acumulación del ARNm del AONc de la clona 18 en diferentes tejidos 

de betabel. La autorradiografía de la hibridación tipo "northem blof' (A) de la 

sonda 18 contra el ARN extraído de raíz de almacenamiento (RA), de callo verde 

(CV), de callo rojo (CR), de raíces secundarias (RS) y de hojas (H). Con la tinción 

con bromuro de etidio se muestra el ARN 28S ribosomal como un control de 

carqa del ARN en el qel (8). 
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7. DISCUSION GENERAL 

7.1 Las betacianinas ¿Cuál es su participación en la defensa de las plantas de 

betabel sometidas a herida ó a la infiltración con bacterias? 

Diversos metabolitos secundarios tales como fenilpropanoides, terpenoides y 

alcaloides, forman parte de la respuesta de defensa de las plantas sometidas a un 

estrés abiótico o biótico. Sin embargo, el papel de las betacianinas en la defensa de 

las plantas es limitado. En este estudio se encontró que la herida y la infiltración con 

las bacterias Pseudomonas syringae pv. tabaci y Agrobacterium tumefaciens fueron 

condiciones que indujeron la acumulación de betacianinas en las hojas de betabel. 

Por lo cual, se analizó si los pigmentos tenían un efecto en el crecimiento de las 

bacterias y/o de remover el exceso de las ERO. Para probar la primera posibilidad, 

se midió el crecimiento bacterial in planta. La disminución del número de bacterias de 

P. syringae o de A. tumefaciens en las hojas infiltradas con una u otra bacteria, 

desde las 24 h de efectuada la infiltración hasta el final de la cinética (120 h) Y que 

correlacionó con el aumento en los niveles de betacianinas, sugirió que los 

pigmentos podrían afectar el crecimiento de las bacterias (anexo 2, figura 1). Sin 

embargo, cuando se evaluó el crecimiento de las bacterias en medios de cultivos 

líquidos con y sin betanina se encontró que las cinéticas de crecimiento de las 

bacterias sin y con betanina fueron similares (anexo 2, figura 2), lo cual sugiere que 

la betanina no afectó el crecimiento de las bacterias. Se conoce que como parte de la 

respuesta a un estrés, se inducen diversos mecanismos de defensa (Lamb y Dixon, 

1997). Por lo cual, además de la síntesis de betacianinas se induce la producción de 
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proteínas o de otros metabolitos secundarios con características antimicrobianas. Al 

respecto, los isoflavonoides tales como betavulgarina y betagarina que pueden 

actuar como fitoalexinas son inducidos durante la infección por hongos de las hojas 

de la remolacha (Martin, 1977; Elliger y Halloin, 1994). Sin embargo, no conocemos 

si estos u otros compuestos son los causantes de la reducción del crecimiento 

bacterial que se observó en las hojas. 

Con respecto a la posibilidad de que las betacianinas pudieran remover el 

exceso de las ERO, las siguientes evidencias apoyan que estos pigmentos tienen un 

efecto antioxidante en las hojas heridas o infiltradas con bacterias. En las hojas 

infiltradas con A. tumefaciens, el pigmento se acumuló principalmente en la 

epidermis (apartado 6.1, figura 3). De igual manera, las antocianinas son pigmentos 

que se acumulan en este tejido cuando las hojas son infectadas por virus o son 

expuestas a luz UV. En este contexto, también se sugiere que las antocianinas más 

que afectar la resistencia contra el virus, tienen un efecto antioxidante 

(Kangatharalingam y col, 2002). En las hojas infiltradas con A. tumefaciens, se 

encontró una estrecha relación del inicio de la reducción de la producción de las ERO 

(que ocurrió a las 48 h de tratamiento) con el comienzo de la síntesis de betacianinas 

y de su acumulación en las hojas infiltradas, lo cual sucedió entre las 24 y las 48 h de 

infiltración (apartado 6.1 , figuras 4 y 5). Por último, la actividad antirradical y 

antioxidante de las betacianinas se ha demostrado en ensayos in vitro usando 

sistemas de origen animal (Kanner y col, 2001; Butera y col , 2002). Por otra parte, se 

ha propuesto que las ERO son producidas en las células del mesófilo y removido por 

flavonoides acumulados en las células epidérmicas (Yamasaki y col , 1997; Gould Y 

col, 2002). En este estudio, no conocemos el sitio de producción de las ERO pero se 
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considera que estudios comparativos de localización de las ERO y de betacianinas 

en las hojas infiltradas con bacterias podrían apoyar las evidencias de que las 

betacianinas participan en los mecanismos para remover el exceso de las ERO. 

7.2 ¿ Las especies reactivas de oxígeno y el metil jasmonato son parte del 

mecanismo para inducir la síntesis de betacianinas? 

En las interacciones planta-patógeno, las ERO pueden actuar como inductores de 

genes de proteínas relacionadas a la patogénesis (PR), de genes de enzimas 

requeridas en el mecanismo de destoxificación de las ERO y de genes de enzimas 

de la síntesis de metabolitos secundarios que a su vez pueden actuar también para 

remover el exceso de las ERO. Los resultados que se obtuvieron en este estudio 

sugirieron que las ERO actúan como una señal para la inducción de la expresión del 

gen BvGT y de la acumulación de betacianinas: a) la liberación de las ERO en hojas 

infiltradas con A. tumefaciens fue un evento previo al inicio de la acumulación de las 

betacianinas y del ARNm del gen BvGT (apartado 6.1 figuras 4 y 5; apartado 6.2, 

figura 4), b) un sistema que genera HzOz (glucosa/glucosa oxidasa) indujó tanto la 

expresión del gen BvGT como la síntesis de betac:aninas (apartado 6.2, figura 5A; 

apartado 6.1, figuras 6 y 7) Y c) el tratamiento con OPI, un inhibidor de NAOPH 

oxidasas, enzimas implicadas en la producción de las ERO, llevó a un bloqueo de la 

acumulación del transcrito del gen BvGT y de la síntesis de betacianinas inducidas 

por la infiltración con A. tumefaciens (apartado 6.2, figura 58; apartado 6.1, figuras 8 

y 9). Este es el primer estudio que muestra la participación de las ERO en la 
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inducción de la síntesis de betacianinas en hojas de betab.el y que una NAOPH 

oxidasa esta involucrada en la generación de las ERO. 

Los jasmonatos pueden ser considerados como señales globales de la 

expresión de los genes de defensa y como parte de esta respuesta, está la inducción 

de la producción de metabolitos secundarios del tipo de los alcaloides, terpenoides y 

f1avonoides que pueden tener actividad antimicrobiana o de protección de un estrés 

oxidativo (Wasternack y Parthier, 1997). La estimulación de la acumulación de 

betacianinas por metil jasmonato en cultivo de células de Portulaca grandiflora 

productoras de betacianinas fue evaluada recientemente por Nazmul y col (2003). A 

diferencia de éste trabajo, en nuestro estudio el efecto con metil jasmonato fue 

evaluado con los cultivos verdes de betabel en suspensión y que no producen 

betacianinas. Los resultados del tratamiento con metil jasmonato (1 00 ~M) mostraron 

que hay la formación de compuestos que tienen un espectro con una absorbancia 

que abarca el rango de las longitudes de luz visible reportados para las betacianinas 

(apartado 6.3, figura 1). Sin embargo, dadas las características de color de los 

extractos (rojo-naranja) no se puede inferir a que betacianinas corresponden. Es 

posible que bajo condiciones in vitro. otras betacianinas diferentes sean sintetizadas 

a las que se encuentran en las plantas. Es conocido que cultivos de raíces peludas 

de una variedad amarilla de B. vulgaris contienen 2-descarboxi-betanidina (con una 

Amax a 533 nm). Así mismo, la administración de dopamina a tales cultivos y a 

plántulas de la variedad amarilla de B. vulgaris lleva respectivamente a la formación 

de las betacianinas, melanina y de la 2-descarboxi-betanina, ésta última con una 

Amax a 507 nm (Kobayshi y col, 2001). Por lo cual, para determinar cuales 

betacianinas son inducidas por el tratamiento con metil jasmonato, sería conveniente 
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realizar un análisis de los compuestos por técnicas analíticas como es la 

cromatografía de líquidos acoplada a espectrofotometría de masas. Así mismo, sería 

recomendable realizar inducciones con metil jasmonato en las plántulas de betabel 

de la variedad utilizada en este estudio. 

7.3 El fragmento de un gen de una glucosiltransferasa codifica para una enzima 

probablemente involucrada en la síntesis de betacianinas. 

En este estudio se mostraron evidencias de que el fragmento del gen de la 

glucosiltransferasa obtenido de B. vulgaris (BvGT) por la técnica de PCR podría 

codificar para una enzima involucrada en la síntesis de betanina de hojas de betabel: 

a) el análisis de homología indicó una identidad (63.8%) y una similitud (71.8%) alta 

del gen BvGT (apartado 6.2, figura 2) con el gen de la glucosiltransferasa de cultivos 

en suspensión de D. bel/idiformis, que codifica para una enzima que glucosila 

betanidina dando la formación de betanina (betanidina-5GT; Vogt y col, 1999), b) la 

expresión transitoria de una construcción en antisentido del gen BvGT (As8vGT) 

produjó una disminución de la acumulación del transcrito del gen BvGT y de la 

betanina inducida por la infiltración con A. tumefaciens (apartado 6.2, figuras 3A y B), 

c) la expresión del gen BvGT y la síntesis de betacianinas fueron inducidas por 

tratamientos similares, como es la herida, la infiltración con bacterias ó por el sistema 

de glucosa/glucosa oxidasa que se usó para generar HzOz (apartado 6.1, figuras 4 y 

7; apartado 6.2, figuras 4 y 5A) Y d) la acumulación del ARNm del gen BvGT y de 

betacianinas fue bloqueada por la aplicación de OPI (apartado 6.1, figuras 8 y 9; 

apartado 6.2, figura 58). Para la síntesis de betanina, se han propuesto dos 
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mecanismos para la incorporación de la glucosa a la estructura de la betanina. Uno 

de ellos sugiere que la glucosilación ocurre a nivel de la ciclo dopa antes de su 

condensación con el ácido betalámico y el otro mecanismo propuesto indica que la 

betanidina es la molécula glucosilada (Roberts y Strack, 1999). Nuestro análisis de 

homología de la secuencia deducida de aminoácidos de la BvGT mostró una similitud 

e identidad alta con la betanidina-5GT de D. bellidiformis, lo cual sugiere que la 

enzima BvGT podría también usar como sustrato a la betanidina. Sin embargo, para 

comprobar esta hipótesis es importante por una parte, expresar el gene BvGT en E. 

coli y obtener la proteína recombinante y por otra parte, purificar parcialmente la 

enzima nativa de las hojas de betabel acumulando el pigmento y en los dos casos 

realizar estudios de actividad enzimática y caracterización bioquímica. Estos estudios 

a su vez son interesantes, porque permitirían proponer un mecanismo más 

generalizado de la incorporación de la glucosa durante la síntesis de betanina en 

plantas. 

7.4 El AONc de la clona 18 que se expresa diferencialmente en callos rojos y verdes 

de betabel codifica para una proteína rica en glicina. 

En este estudio se planteó como una estrategia utilizar los callos rojos y 

verdes obtenidos por la técnica de cultivo de células vegetales para aislar algunos de 

los genes de las enzimas involucradas en la ruta de biosíntesis de betacianinas, 

Estudios previos mostraron que esta diferencia de color estaba dada 

fundamentalmente por el contenido de betacianinas, mientras que el callo rojo se 

caracterizaba por su producción del pigmento, en los callos verdes el colorante 
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estaba ausente. Estas características marcaron la pauta para un estudio a nivel 

bioquímico y molecular, ya que muy probablemente los cultivos de callo rojo y los 

verdes mostrarían una expresión diferencial de los genes de las enzimas de la ruta 

de síntesis de betacianinas, de los genes de las proteínas implicadas en la 

regulación de la ruta de síntesis y/o de las relacionadas con su transporte a vacuolas 

(Ontiveros, 1994). Por lo cual, en este estudio a través de la técnica conocida como 

"differential display', se aislaron y se clonaron dos AONc (nombrados como 18 y 19) 

que principalmente se expresaban en el callo rojo (apartado 6.4, figuras 1 y 3). Sin 

embargo, el análisis de su secuencia de nucleótidos (apartado 6.4, figura 2) y/o 

aminoácidos no mostró identidad con otras secuencias y por tanto no permitió 

predecir a la proteína que pudiera ser codificada por los AONc de las clonas 18 y 19. 

Esto es explicable, debido a que en esta técnica para sintetizar los AONc que se 

expresan diferencialmente, se usan mezclas de "primer s oligo-dT' anclados 

degenerados (5' T12MN 3') que por su secuencia, se unen normalmente a la cola de 

paliA de los ARNm y por lo tanto se amplifica de preferencia la región 3' no traducida 

de los ARNm y que es caracterizada como una región variable. En tal sentido, se 

procedió a completar la secuencia hacia el extremo 5' de los AONc de las clonas 18 y 

19 a través de la técnica conocida como "RACE-end 5'. No obstante, solamente fue 

posible aislar y clonar un producto amplificado del AONc de la clona 18 (18-RACE) y 

cuyo análisis de la secuencia deducida de aminoácidos sugiere que este producto 

codificaría para una proteína rica en glicina (apartado 6.4, figura 5). Sin embargo, 

aunque los patrones de acumulación del ARNm del ADNc de la clona 18 mostraron 

que este ARNm se encuentra principalmente en raíces y en el callo rojo que son 

tejidos que acumulan betacianinas, también este transcrito se encuentra en callo 
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verde y hojas (apartado 6.4, figura 7). Hasta la fecha, se ' -conoce que diversas 

proteínas ricas en glicina que se encuentran en membranas plasmáticas, pared 

celular o en el citoplasma aumentan la expresión de sus ARNm por diversas 

condiciones de estrés, de desarrollo y de diferenciación (Cassab, G. 1998), pero no 

se ha reportado su relación con la síntesis de metabolitos secundarios, como son las 

betacianinas. Así mismo, el análisis de homología de la secuencia deducida de 

aminoácidos del AONc de la clona 18 (apartado 6.4, cuadro 2) muestra similitud con 

proteínas ricas en glicina de alfalfa (Medicago sativa) inducidas por frío y desecación, 

de Cicer anetinum que se acumulan en respuesta a infección por hongos ó herida. 

Sin embargo, no se conoce si éstas u otras condiciones de estrés están relacionadas 

con la acumulación del ARNm del AONc de la clona 18. 

La acumulación abundante del ARNm de la clona 18 en los callos rojos podría 

relacionarse con un proceso de diferenciación que quizás se origina durante el 

establecimiento del propio cultivo. Las proteínas ricas en glicina presentan un patrón 

de expresión amplio, son encontradas en diversos tejidos especializados y a una 

etapa de desarrollo definida, por lo que pueden ser usadas como marcadores 

moleculares de procesos de diferenciación (Sachetto-Martins y col, 2000). 
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8. CONCLUSIONES 

La herida, la infiltración con P. syringae o con A. tumefaciens, o con un 

sistema que genera HzOz, son condiciones que inducen la acumulación de 

betacianinas en hojas de betabel (Beta vulgaris) y la expresión de un gen que 

codifica para una glucosiltransferasa (BvGT) , involucrada probablemente con la 

síntesis de los pigmentos. 

Las especies reactivas de oxígeno, producidas por la actividad de una NAOPH 

oxidasa, actúan como una señal para inducir la acumulación de las betacianinas y 

del ARNm del gen de la BvGT. 

Las betacianinas no parecen afectar el crecimiento de las bacterias, pero por 

su actividad antioxidante y como parte de los mecanismos de defensa ante la herida 

y la infiltración con bacterias, podrían actuar removiendo el exceso de las especies 

reactivas de oxígeno producido bajo éstas condiciones de estrés. 

El metil jasmonato participa en la inducción de la síntesis de betacianinas en 

cultivos verdes de Beta vulgaris en suspensión. 

El AONc que se obtuvó de los callos de betabel codifica para una proteína rica 

en glicina (BvPRG), cuyo ARNm se acumula preferentemente en los callos rojos. 
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9. PERSPECTIVAS PARA TRABAJOS FUTUROS 

En este trabajo se mostró que las betacianinas en hojas de betabel (Beta 

vulgaris) fueron inducidas por herida ó la infiltración con bacterias. Dada su 

capacidad antioxidante, se propusó que las betacianinas al reaccionar con las ERO 

participan en la reducción del estado oxidativo desencadenado con la herida y la 

infiltración con bacterias. Sin embargo, para proponer un modelo de interacción en 

los tejidos de las betacianinas con las ERO, sería interesante conocer los sitios 

donde se producen las ERO y analizar su correlación con la acumulación de los 

pigmentos. Así mismo, para sugerir cual de las especies reactivas de oxígeno 

reacciona con las betacianinas, se recomienda obtener las cinéticas de acumulación 

para cada una de las diferentes especies reactivas de oxígeno, en las plantas 

sometidas a los diferentes tratamientos de inducción de betacianinas. 

El tratamiento con DPI indica que hay NAOPH oxidasas implicadas en la 

producción de ERO. Sin embargo, dado que la inhibición de la acumulación del 

pigmento es del 50% con 10 ¡.LM de DPI, sería conveniente realizar tratamientos con 

inhibidores de otras enzimas (peroxidasas), que quizás también participen en este 

evento. 

Con la finalidad de realizar un análisis de la participación del metil jasmonato 

como parte del mecanismo para inducir la síntesis de betacianinas, se recomienda 
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realizar estudios de la acumulación de los pigmentos y del ARNm del gen de la BvGT 

en plantas tratadas con metil jasmonato. 

Las evidencias de este trabajo mostraron que el fragmento del gen de la 

glucosiltransferasa (BvGn codifica para una enzima que podría estar implicada en la 

síntesis de betacianinas. Para comprobar su participación, es importante completar la 

secuencia del gen, expresarlo en E. coli, purificar la proteína y medir la actividad de 

la enzima usando como sustratos a la ciclo-dopa y a la betanidina. 
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Resumen. Como parte de la respuesta de la defensa química 
contra el daño que ocasionan las heridas y el ataque de 
microrganismos patógenos en las plantas superiores, se 
induce la síntesis y acumulación de compuestos de bajo peso 
molecular. conocidos como metabolitos secundarios. Durante 
la respuesta hipersensible. ·· algunos compuestos 
pertenecientes a los grupos de los alcaloides, los terpenoides 
y los feniipropanoides, participan activamente matando 
directamente al microrganismo patógeno o restringiendo su 
invasión al resto de la planta. Al mismo tiempo. otros 
metabolitos secundarios contribuyen a desauir las especies 
reactivas de oxígeno que son tóxicas para la misma célula 
vegetal. las cuales se sintetizan durante las etapas tempranas 
de la respuesta de defensa. Los conjugados de 
fenilpropanoides con aminas se incorporan a la pared celular 
vegetal para aumentar su rigidez y reducir su digestibilidad 
por insectos y vertebrados herbívoros. Así mismo. algunos 
alcaloides son neurotóxicos a insectos y vertebrados 
herbívoros. Es así. como algunos metabolitos secundarios 
constituyen una parte importante de la respuesta de la defensa 
de las plantas sometidas a heridas y al ataque por las plagas 

Palabras clave adicionales: Alcaloides. fenilpropanoides. 
terpenoides. 

Abstract. The synthesis and the accumulation of low 
molecular weight eompounds known as secondary 
metabolites are induced as part of the ehemical defense 
response to wounding and/or pathogen attack. During the 
hypersensitive response. sorne eompounds such as alkaloids. 
terpenoids, and phenylpropanoids participate killing the 
pathogen and restricting its invasion to the plant: while other 
secondary metabolites eontribute scavenging reactive 
oxygen species that are toxic to the plant cell and that are 
synthesized early as a part of the defense response. 

Conjugated phenylpropanoids wim amines are incorporated 
inco me plant cell wall increasing its rigidity and reducing its 
digestibility for herbi vores (insects and vertebrates). 
Furthermore. sorne aIkaloids are neurotoxic to herbivores. Thus. 
sorne secondary metabolites are an important part of me defense 
response of plants subjected to wounding or pest attack. 

Additional keywords: AlkaIoid. phenylpropanoid. terpenoid. 

Las planeas han desarrollado diversas estrategias de defensa 
contra condiciones de estrés biótico y abiótico. Para 
defenderse del daño ocasionado por la herida y el ataque 
por insectos o microrganismos patógenos, las plantas 
sintetizan enzimas que degradan la pared celular de 
microrganismos o que tienen la capacidad de inactivar tóxicos 
de origen microbiano. La composición y la estructura de la 
pared celular vegetal también cambian, formando una barrera 
más rígida y menos digerible para insectos. Estas respuestas 
de defensa a su vez. se combinan con el desarrollo de 
estructuras contra sus depredadores. tales como las espinas. 
las espigas. los tricomas y los pelos glandulares. Así mismo 
y como parte de la protección química, otra estrategia 
utilizada por las plantas es la producción de metabolitos 
secundarios (MS) con actividad antimicrobiana. en contra 
de herbívoros. o con actividad antioxidante (Croteau et aL.. 
2000). Los MS son compuestos de bajo peso molecular que 
no sólamente tienen una gran importancia ecológica porque 
participan en los procesos de adaptación de las plantas a su 
ambiente. como es el establecimiento de la simbiosis con 
otros organismos yen la atracción de insectos polinizadores 
y dispersores de las semillas y frutos. sino que también. una 
síntesis activa de MS se induce cuando las plantas son 
expuestas a condiciones adversas tales como: a) el consumo 
por herbívoros (artrópodos y vertebrados), b) el ataque por 
microrganismos: virus. bacterias y hongos. e) la competencia 
por el espacio de suelo. la luz y los nutrientes entre las 
diferentes especies de plantas y d) la exposición a la luz 
solar u otros tipos de estrés abiótico (Fig. 1). 
Características generales de los MS. En la actualidad. se 
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Defensa al ataque por 
microorganismos 

(virus. bacterias y hongos) 

Procección contra herbívoros 
(ins~ctos y mamíferos) . 

Protección del exceso:de luz 
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Fig. lo Eventos en los cuales. los metabolitos secundarios se inducen durante la 
respuesta de defensa de las plantas. 

conocen aproximadamente 20.000 estructuras de MS que por 
su composición química son clasificados en dos grupos 
principales: nitrogenados y no nitrogenados. Los MS que 
contienen nitrógeno incluyen a los alcaloides. aminoácidos 
no protéicos. aminas. glucósidos cianogénicos y 
glucosinolacos. Los MS no nitrogenados se dividen en 
terpenoides. poliacetilenos. policétidos y fenilpropanoides 
(Fig. 2). La variedad estructural dentro de un mismo grupo de 
MS está dada por modificaciones químicas a una estructura 
básica. originadas por reacciones químicas. tales como la 
hidroxilación. metilación. epoxidación. malonilación. 
esteriñcación y la glucosilación (Wink. 1999). Esta variabilidad 
ocasiona perfiles metabólicos diferentes entre especies. entre 
los miembros de una población y entre los diferentes órganos 
de la planea. la cual es parte de la estrategia de adaptación de 
las plantas. Se sabe que a un microrganismo patógeno o a 
insectos y vertebrados herbívoros. les resulta más difícil 
infectar o alimentarse de una población de plantas que 
individualmente contienen mezclas diferentes de MS. que de 
una población con una mezcla homogénea de MS (Castellanos 
y Espinoza-García. 1997). Los precursores de la biosíntesis 
de MS se derivan de rutas del metabolismo primario, tales 
como la glucólisis, el ciclo de Krebs o la vía del shikimaro. 
Una síntesis constitutiva y específica de MS puede existir 
para cada tipo de órgano. tejido o tipo celular. Existen también 
MS que se sintetizan en rodos los órganos y tejidos de la 
planea. pero que se almacenan en órganos o tejidos diferentes 
a los de su síntesis, a través de su redistribución por el xi lema 
y/o el floema. o por el espacio apoplástico (Edwards y 

Gatehouse. 1999). La síntesis de MS depende de la etapa de 
desarrollo de la planea y sus niveles constitutivos sólo se 
incrementan como parte de la respuesea al estrés abiótico o 
biótico. Este aumento en los niveles de MS. es importante 
para la supervivencia de las planeas. ya que su síntesis se 
deriva del metabolismo primario y porque algunos 
compuestos son tóxicos para la misma planea. En este sentido. 
también es relevante hacer notar que la biosíntesis y el 
almacenamiento de YlS o de sus precursores. ocurren en 
diferentes lugares de la célula vegetal. En general. la síntesis 
de algunos alcaloides y terpenos se realiza en los plástidos: 
los esteroles. sesquiterpenos y dolicoles se sintetizan en el 
retículo endoplásmico: mientras que la biosíntesis de algunas 
aminas y alcaloides tiene lugar en la mitocondria. Los 
compuestos solubles en agua se almacenan en vacuolas. en 
tanto que los solubles en Iípidos son secuestrados a 
estructuras especializadas tales como ductos de resinas. 
laticíferos. pelos glandulares. tricomas o en la cutícula (Wink. 
1999). 
Función de los metabolitos secundarios en la defensa de las 
plantas. La herida que se produce tanto por la depredación 
por insectos como por el daño mecánico inducido por factores 
físicos. son condiciones que se traducen en una respuesta 
de defensa de la planta. la cual involucra la activación 
transcripcional de diversos genes de proteínas necesarias 
para la cicatrización de la herida y la prevención de la invasión 
de microrganismos patógenos. Estos genes codifican para 
proteínas involucradas en: a) en la fortificación de la pared 
celular. como son la formación de calosa. Iignina y las 
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Fig. 2. Clasificación y número de estructuras que se conocen de los metabolitos secundarios de 
planeas. Compuestos nitrogenados, A. alcaloides; B. aminoácidos no protéicos; C. aminas; D. 
glucósidos cianogénicos; E. glucosinolatos. Compuestos no nitrogenados. G, terpenos; H. 
flavonoides; r. poliacetilenos; J. policétidos; K. fenilpropanoides. 

proteínas ricas en hidroxiprolina. b) la producción de 
inhibidores de proteasas y de enzimas líticas tales como las 
quitinasas y glucanasas. y c) la síntesis de MS con actividad 
antimicrobiana y/o antioxidante (Peña-Cortés y Willmitzer. 
1995). La respuesta de defensa contra el ataque de 
microrganismos patógenos. está coordinada tanto espacial 
como temporalmente para una contención rápida del 
microrganismo patógeno. por lo que puede ser local o en 
sitios lejanos al daño. conocida como la respuesta sistémica. 
La respuesta local está asociada a una repuesta hipersensible 
(RH) caracterizada por una muerte rápida de las primeras 
células infectadas y la restricción de la expansión del 
microrganismo patógeno. aislándolo del resto de la planta 
(Hammond-Kosack y Jones. 1996). E:1tre los eventos 
tempranos que se desencadenan en la RH están: a) la 
producción de las especies reactivas de oxígeno (ERO), tales 
como el superóxido (0

1
'). el radical hidróxilo (OH') y el 

peróxido (HP2)' b) la apercura de canales iónicos. y c) los 
eventos de fosforilación y desfosforilación de proteínas. 
Posteriormente. se da un aumento de los niveles del ácido 
jasmónico. el ácido salicílico y el etileno. la acumulación de 
proteínas relacionadas a la pato génesis (RP), un aumento de 
la producción de MS con actividad antimicrobiana o 
antioxidante y el fortalecimiento de la pared celular. Estos 
eventos conducen al establecimiento de la respuesta local. 
mientras que en la respuesta sistémica se induce la 
producción de proteínas RP similares a las de la respuesta 
local y de otras proteínas RP (Fig. 3). En general. la expresión 
de los genes de defensa se regula por moléculas tales como 
el ácido salícilico. el etileno. el ácido jasmónico y las ERO. En 
particular. el ácido jasmónico modula la síntesis de las 
proteínas de la pared celular. como son las proteínas ricas en 

pro fina y activa la expresión de los genes de las enzimas 
involucradas en la síntesis de metabolitos secundarios. tales 
como la acetil CoA carboxilasa. la chaleona sin tasa. la 
fenilalanina amonio liasa. la hidroximetil-glutaril-CoA 
reduceasa y las polifenol oxidasas. entre otras (García-Ponce 
y Rocha-Sosa. 2000; Wastemack y Parthier. 1997). Por su 
parte. las ERO pueden tener dos funciones. en la primera 
debido a su toxicidad. pueden aumentar el daño producido 
por el estrés. mientras que en la segunda. pueden actuar 
como una señal para la activación de las respuestas de 
defensa (Dat et aL.. 2000). En la RH.las ERO pueden limitar la 
expansión del microrganismo patógeno causando la muerte 
de la célula vegetal huésped y/o matando directamente al 
microrganismo patógeno. Esta muerte celular puede resultar 
de procesos de oxidación tales como la peroxidación de 
Iípidos de membranas. la oxidación de proteínas. la inhibición 
de enzimas y daños al DNA yal RNA. El entrecruzamiento 
oxidati vo con componentes de la pared celular vegetal como 
las proteínas ricas en prolina y los polisacáridos. es un 
mecanismo que puede reducir el ingreso del microrganismo 
patógeno y/ o atraparlo en la célula huésped destinada a 
morir (Lamb y Dixon. 1997). En su función como molécula 
señal. las ERO pueden inducir la expresión de genes de 
enzimas antioxidantes que intervienen regulando sus niveles 
excesivos y tóxicos tales como la superóxido dismueasa. la 
ascorbaro peroxidasa y la catalasa. así como la de genes de 
enzimas para la síntesis de MS con capacidad antioxidante. 
como son el ácido ascórbico. ex-tocoferol. los carotenoides. 
las antocianinas y las betacianinas (Grant y Loake. 2000; 
Minler. 2002). De tal forma que los MS son importantes en la 
respuesta de defensa de las planeas. restringiendo la invasión 
y/o matando directamente al microrganismo patógeno. o bien. 
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Fig. 3. Representación esquemática de las respuestas de defensa tanto locales como sistémicas que ocurren desde 
el inicio de la invasión de un microrganismo patógeno. RP es relacionada a la patogénesis. 

por su capacidad antioxidante contribuyen al mantenimiento 
del estado de óxido-reducción de la célula vegetal. Esta 
revisión presenta a manera de ejemplos. algunos de los 
mecanismos de acción de los MS que participan en la defensa 
bioquímica de las plantas. En vista de que la lista de MS 
puede ser muy amplia. se enfocó a tres de los grupos de MS 
más extensamente estudiados: los terpenoides. los alcaloides 
y los fenilpropanoides. 
Los terpenoides. Los terpenoides o isoprenoides. se derivan 
de la fusión de unidades de cinco carbonos llamada isopreno 
(C5) y se clasifican de acuerdo al número de unidades de 
isopreno que los forman. En plantas. los isoprenos básicos 
para la síntesis de los terpenos son el isopentenil piro fosfato 
(IPP) o su isómero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Para su 
síntesis existen dos vías. una es la ruta del mevalonato que 
se !leva al cabo en el citoplasma y la otra se denomina como 
la ruta OXP. la cual es independiente de la del mevalonato y 
que se realiza en los plástidos. Los sesquiterpenos. triterpenos 
y politerpenos se producen en el citosol y en el retículo 
endoplásmico. mientras que los monoterpenos. diterpenos. 
tetraterpenos y algunas quinonas preniladas se originan en 
los plástidos (Eisenreich et al.. 200 1). Los monoterpenos tales 
como el mentol. que es un antimicrobiano. el citronelal. que 
es un repelente de insectos y las piretrinas que funcionan 
como venenos del sistema nervioso de los insectos. son 
componentes químicos con actividad biológica potencial 
durante la respuesta de defensa de las plantas que los 
producen. Los sesquiterpenos tales como la risitina y lubimina 
de la papa (Solanum tuberosum L.). el capsidiol del chile 
(Capsicum annuum L.) y e12.7-dihidroxicadaleno del algodón 
(Gossypium hirsutum L.) son compuestos con actividad 
antimicrobiana: mientras que el poligodial de Polygonllm 
hidropipe r L. inhibe fuertemente la alimentación de di versos 
insectos herbívoros. el diterpeno atractilósido inhibe la 
fosforilación oxidati va en mitocondrias. y el casbeno del ricino 
(Ricinus spp.) es un agente antifúngico. El triterpenoide 
cucurbitacina de las raíces de pepino (Cucumis sativus L.) es 
un compuesto con acción nematicida (Fig. 4). Por su parte. 

los terpenos en combinación con otros compuestos como 
las oxilipinas y los indoles. forman mezclas de volátiles que 
funcionan como señales químicas para atraer a los enemigos 
naturales de insectos herbívoros. Estudios sobre la respuesta 
de la planta a esta interacción. en hojas de maíz (Zea mays L.) 
y de algodón tratadas con secreciones orales de insectos. 
demuestran que hay inductores (elicitores) en la saliva de 
los insectos herbívoros. que inducen la síntesis de tales 
terpenos volátiles (Paiva. 2000; Pare y Turnlinson. 1998; Shen 
et al.. 2000). Como parte del mecanismo de defensa a la herida. 
a la depredación por insectos y vertebrados herbívoros y al 
ataque por microrganismos patógenos. las coníferas 
sintetizan una mezcla compleja de terpenoides llamadas 
oleoresinas que se secretan y movilizan hasta los sitios de 
herida o de infección; están formadas por la rurpentina y la 
resina; mientras que la turpentina está compuesta de 
monoterpenos y sesquiterpenos. la resina está constituida 
por diterpenos. Además de su efecto tóxico contra insectos 
y microrganismos.la turpentina funciona como solvente para 
transportar a la resina al sitio del daño. Cuando los 
terpenoides volátiles de la turpentina se exponen al aire. se 
evaporan y forman una masa semicristalina que polimeriza 
por oxidación para dar lugar a una barrera dura que sella la 
herida y con frecuencia atrapa insectos y microrganismo 
patógenos invasores (Phillips y Croteau. 1999). Por otra 
parte. por su capacidad antioxidante. los terpenoides son de 
vital importancia para las plantas (Grassman et al .. 2002. Los 
carotenoides no sólo son componentes estructurales 
esenciales de los sistemas fotosintéticos. sino que también 
son protectores del daño causado por la foto-oxidación 
(Bartley y Scolnik. 1995). Así mismo. el isopreno podría ser 
un protector del daño causado por el ozono y quizá por su 
interacción con las membranas de los tilacoides. es un 
protector del daño causado por las aleas temperaturas (Fig. 
4) (Logan et al.. 2000) . 
Los alcaloides. Los alcaloides son compuestos heterocícIicos 
que generalmente se sintetizan a partir de aminoácidos. tales 
como triptOfano. tirosina. fenilalanina. lisina. arginina y 
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Fig. 4. Estructuras de terpenoides con actividad biológica. Se muestran como ejemplos al hemiterpeno isopreno. 
el monoterpeno I-mentol. el triterpenoide cucurbitacina A. el diterpeno casbeno y al carotenoide b-caroteno. 

omiúna. solos o combinados con terpenoides. También se 
pueden derivar de purinas y del acetato de los policétidos. 
Los alcaloides se pueden dividir en los siguientes grupos: 
alcaloides isoquinoléicos. alcaloides quinolizidínicos. 
alcaloides pirrolizidínicos. alcaloides rropánicos y alcaloides 
indólicos (Facchini. 200 1). Por su similitud química a 
moléculas que participan en la transmisión de las señales del 
sistema nervioso. el efecto tóxico de los alcaloides radica en 
su capacidad de bloquear neuroreceptores. intermediarios 
de la rransducción de la señal neuronal y canales iónicos de 
vertebrados e insectos. Mientras que sus efectos inhibitorios 
del crecimiento de microrganismos patógenos están dados 
por su capacidad de intercalarse con el DNA. de detener la 
síntesis de proteínas. inducir la apoptosis e inhibir las enzimas 
del metabolismo de carbohidratos (Wink y Schirnmer. 1999). 
En general. la síntesis constitutiva de alcaloides se 
incrementa en respuesta a la herida producida por los 
insectos depredadores: sin embargo. otros alcaloides como 
los N-acil derivados de la nicotina de Nicoriana sy/vestris 
Speg. y Comes son sintetizados de novo y sólo cuando las 
plantaS son heridas. La cantidad de derivados de nicotina 
que se acumulan en las hojas heridas basta para reducir el 
consumo y el crecimiento de las larvas de Manduca sexta L. 
(Baldwin y Ohnmeiss. 1993). La berberina. palmarina y la 
sanginarina son alcaloides isoquinoléicos tóxicos a insectos 
y vertebrados. pero también inhiben el crecimiento de 
bacterias. hongos y virus (Fig. 5). Estos alcaloides reaccionan 
con grupos aniónicos y grupos nucleofílicos de aminoacidos 
o de Otras moléculas como receptores y enzimas. inhibiendo 
su función. Los receptores adrenérgicos. nicotinérgicos. 
muscarinérgicos y de la seroronina son blancos de unión de 
estos compuestos. Así mismo. inhiben a las ~nzimas 
necesarias para la síntesis y el rompimiento del 

neurotransmisor acerilcolina. impidiendo la transducción de 
la señal neuronal de insectos y vertebrados. La interacción 
de estos alcaloides con el DNA. las proteínas y enzimas de 
la transcripción. contribuye a los efectos aleloquímicos y 

tóxicos contra bacterias. hongos. virus. insectos. vertebrados 
y otras plantas (Schmeller el al.. 1997). Los alcaloides 
quinolizidínicos tales como la esparteína. la lupanina y la 13-
tigloiloxilupanina quizás funcionan inhibiendo la síntesis de 
proteínas y los receptores de acetilcolina; mientras que la N
metiJcitisina. la anagirina y la citisina presentan actividad 
nemaricida. y otros como la marnna y la esparteína reducen 
la movilidad de helmintos. La multiplicación de virus. el 
crecimiento de hongos y de bacterias también pueden inhibirse 
con la esparteína de lupinos (Lupinus spp.) (Wink. 1992: Wink 
y Schimmer. 1999l. De igual forma. otros alcaloides de lupinos. 
tales como la lupanina. angustifolina. 13-hidroxilupanina y la 
gramina. también tienen un etecto bactericida (De la Vega et al.. 
1996). Como se mencionó anteriormente. algunos alcaloides se 
sintetizan como parte de una respuesta general de defensa de 
las plantas: sin embargo. se conocen insectos parásitos que 
evitan esta respuesta de defensa asimilando. transportando y 
almacenando estos compuestos para su propio beneficio. Estos 
insectos se especializan en utilizar los alcaloides de la planta en 
la síntesis de sus ferohormonas o de compuestos que tienen 
actividad en contra de sus propios depredadores. Por ejemplo. 
las larvas de Uteheisa omatrix L. secuestran a los alcaloides 
pirrolizidínicos de Crotalaria (erara/aria spp.) y los retiene 
durante su metamorfosis hasta la etapa adulta. Durante d 
apareamiento. los alcaloides son utilizados para la síntesis 
de ferohormonas usadas como señales por el macho para 
atraer a la hembra. En la copulación. la hembra recibe 
alcaloides del macho que junto con sus alcaloides 
almacenados son transmitidos hasta el huevo. sirviendo de 
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Fig. 5. Ejemplos de estructuras de alcaloides con actividad biológica durante la 
respuesta de defensa de Nicotiana tabacum (nicotina), de miembros de la familia 
Papaveraceae (sanginarina), de la familia Berberidaceae (beroerina), de plantas 
del género Cytisus (citisina) y de Beta vuigaris (betanina). 

protección contra insectos depredadores. Debido a los 
alcaloides. tanto el huevo, como las larvas y los adultos 
muestran sabores desagradables para sus depredadores 
(Harunann. 1999). Las betacianinas son cromoalcaloides que 
dan una pigmentación rojo-violeta a plantas del orden 
Caryophyllales. Estos compuestos presentan una actividad 
antioxidante en ensayos in vitro usando sistemas de origen 
animal. En general. la actividad antioxidante de las 
betacianinas es mayor a la de otros compuestos 
antioxidantes conocidos. tales como el ácido ascórbico. la 
catequina.la rutina y el (X-tocoferol (Kanner et aL.. 200 1: Caí 
er aL.. 2003). Recientemente se mostró que cuando las hojas 

de betabel (Beta vulgaris L.) son heridas o infiltradas con 
bacterias. o bien con un sistema que genera H10 !, se induce 
la síntesis de betacianinas. Por su capacidad antioxidante. 
los autores proponen que las betacianinas quizás atrapen el 
exceso de ERO producido bajo estas condiciones de estrés 
y así contribuyan a mantener el estado de óxido-reducción. 
que es tóxico para la misma célula. 
Fenilpropanoides, Estos compuestos se caracterizan por 
tener en su estructura un anillo aromático con uno o más 
grupos hidróxilos y se sintetizan a partir de un precursor 
común. el ácido cinámico. derivado de la fenilalanina por la 
actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa. Debido a 
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su fitotoxicidad, por lo común son almacenados en su forma 
glucosilada en las vacuolas o bien pueden conjugarse con 
otros componentes de la pared celular (Edwards y Gatehouse. 
1999). En la RH los fenilpropanoides simples pueden 
contribuir a limitar el desarrollo de la infección. Por ejemplo. 
cuando plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum 
L.) con niveles de expresión reducidos de la enzima 
fenilalanina amonio liasa y en consecuencia de su contenido 
de ácido clorogénico. se infectan con el hongo virulento 
Cercospora nicotianae Ellis y Eyerh .. las lesiones se 
desarrollan más rápidamence y se extienden en una superficie 
mayor que la lesiones que presentan las plantas silvestres. 
en laS-que" se' iñ"duce'ün"ilÍvelelevado" de" ácÍdo c1orogénico 
(Maher et a/ .• 1994). Algunas formas insolubles de 
fenilpropanoides aunados a otros compuestos como la 
cutina, suberina. Iignina y polisacáridos. refuerzan la pared 
celular como respuesta de las plantas a la herida y al ataque 
de microrganismo patógenos. Estos compuestos reducen la 
digestibilidad de la pared celular por las enzimas digestivas 
del microrganismo patógeno (Petersen et al., 1999). Por su 
parte. dimerizaciones del ácido caféico. el ferúlico y el 
clorogénico dan origen a la formación de lignanos. tales como 
el magnolol con actividad antifúngica (Fig. 6). Así mismo. 
los t1ayonoides tales como la naringenina y el kaempferol 
del arroz (Oryza sativa L.) inhiben el crecimiento de 
Xanrhomonas oryzae ex Ishiyama y la germinación de las 
esporas de Pyricu/aria oryr-ae Cavara. que son importantes 
microrganismos patógenos de este cereal (Padmayati er al.. 
1997). La síntesis de conjugados de fenilpropanoides con 
aminas. como son la feruloiltiramina y la p-cumaroiltiramina. 
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es inducida como respuesta a la herida en las hojas del tomate 
(Lycopersicon escu/enrum Mill.). La incorporación de estos 
compuestos a la pared celular. aumenta su rigidez y reduce 
su digestibilidad (Pearce et al., 1998). Así mismo. durante la 
infección de Solanum tuberosllm L. por el hongo 
Phytophrlzora infestans (Mont.) de Bary. se induce la 
actividad y la expresión de los genes de las enzimas 
fenilalanina amonio liasa. tirosina decarboxilasa y la de la 
enzima HCA-CoA: tiramina HCA transferasa que participan 
en la síntesis de la feruloiltirarnina y de la p-cumaroiltiramina 
(Matem et a/ .. 1995; Schmidt er al., 1998). Como otros 
compuestos secundarios. los t1avonoides pueden limitar la 
in yasión . de¡ " microrgail.ismo" " pa"tógen¿>:""por "ejempló: las' 
plantas de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench.] en 
respuesta a la infección del hongo Colletotric/wln 
graminicola (Ces.) G. W. Wilson. producen la apigenidina y 
la luteolina que se acumulan en fonna de inclusiones en las 
primeras células epidénnicas que fueron atacadas por el 
microrganismo patógeno. Estas inclusiones pueden viajar 
hasta el sitio en donde ocurrió la penetración del tejido micelar. 
liberar su contenido. matar tanto al hongo. así como a las 
células infectadas que sintetizaron estos tlavonoides para 
finalmente detener la infección (Snyder y Nicholson. 1990). 
Por otra parte. los fenilpropanoides simples y los tlavonoides 
tienen una actividad antioxidante amplia dependiendo del 
susticuyente del hidóxilo de su anillo fenólico. Estos 
compuestos pueden actuar como agentes quelantes de los 
iones de tIerro y de cobre. como cosechadores de radicales 
como es el radical hidroxilo. o reaccionar con moléculas como 
el ácido hipocloroso o nitroso y producir compuestos con 

OH 

Ha O 

=b-rkO~CCOH 

HO 

~ 
OH OH 

Ácido clorogénico 
(antioxidante) 

Cianidina 
(antioxidante) 

OH 

OH 

Fig. 6. Estructuras de fenilpropanoides (ácidos caféico. clorogénico y renílico) del lignano magnolol y de 
flayonoides (naringenina y cianidina) con actividad biológica. 
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una menor capacidad oxidativa. Por ejemplo. los 
fenilpropanoides simples como el ácido cafeíco. el ferúlico y 
el clorogénico. y el tlavonoide cianidina (antocianina) de 
diversas frutas y vegetales. son poderosos antioxidanees 
capaces de consumir el RO, y contribuir con el ajuste del 
estado de óxido-reducció~ celular desencadenado durante 
el estrés (Rice-Evans el al. , 1997). 
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2. Crecimiento bacterial "in planta" y en cultivos líquidos con y sin betanina. 

Con el objeto de conocer si hay un efecto de las betacianinas en el 

crecimiento de las bacterias: P. syringae ó A. tumefaciens, se midió el número de 

colonias de bacterias en las plantas infiltradas por una u otra bacteria después de 12, 

24, 48, 72, 96 Y 120 h de infiltración. Para esto, las hojas de betabel fueron infiltradas 

por medio de una jeringa de 1.0 mL sin aguja, un inóculo de P. syringae o de A. 

tumefaciens (1.0 X 107 cfu/cm3
). La zona infiltrada fue delimitada con un marcador 

indeleble y después de 12, 24, 48, 72, 96 Y 120 h de tratamiento, se colectaron cinco 

discos de 0.5 cm de diámetro de las áreas infiltradas. Los discos de hoja infiltrada 

fueron macerados con 1.0 mL de MgS04 (10 mM) y el extracto fue utilizado para 

preparar una serie de diluciones desde 1 X 10.1 hasta 1 X 10.5. De estas diluciones, 

se tomaron alícuotas de 50 IJL que se sembraron en cajas Petri con medio de cultivo 

específico para cada una de las bacterias. Después de incubar las cajas Petri por 48 

h a 25°C, se obtuvo visualmente el número de colonias desarrolladas en cada caja. 

En la figura 1A, se muestra que en las hojas infiltradas con P. syringae, el 

número de colonias evaluado a 12 h de infiltración (1032 colonias/disco), disminuyó 

después de las 24 h del tratamiento hasta un valor de 145 colonias/disco, el cual se 

mantuvo constante hasta las 120 h de realizada la infiltración. Para el caso de las 

hojas infiltradas con A. tumefaciens, el número de colonias que se encontró a las 

12h de infiltración (246 colonias/disco), se redujó después de las 24 h de infiltración 

hasta un valor de 42 colonias/disco, se mantuvó entre las 48 y 72 h de tratamiento, 

para nuevamente disminuir después de 96 y 120 h de la infiltración (Figura 1 B). 
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En las hojas infiltradas con P. syringae o con A. tumefaciens, la acumulación 

de betacianinas comenzó a las 24 h Y continuó aumentando entre las 48 y las 120 h 

de efectuada la infiltración (ver Figura 4, apartado 6.1), resultados que sugirieron que 

la acumulación de las betacianinas podrían tener relación con la disminución del 

crecimiento bacterial observado in planta. Para comprobar esta hipótesis, se midió el 

crecimiento de una u otra bacteria, incubadas en medio de cultivo líquido sin (control) 

y con betanina. Para esto, cada una de las bacterias fue crecida en 10 mL de medio 

de cultivo que contenía: K2HP04 (10 giL), KH2P04 (4.5 giL), (NH4hS04 (1.0 giL), 

citrato de sodio· 2H20 (0.5 giL), MgS04 . 7H20 (0.02 giL) Y glucosa (0.2 giL). 

Después de 16 h de incubación a 25°C, el cultivo fue centrifugado y la pastilla 

resuspendida en MgS04 (10 mM) y una alícuota para dar una absorbancia a 600 nm 

de 0.1/mL de medio, se inoculó en 25 mL de medio de cultivo fresco. Los cultivos se 

incubaron sin y con betanina purificada de raíz de almacenamiento de betabel. El 

pigmento se añadió al inicio del crecimiento del cultivo quedando a una 

concentración final de betanina de 0.02, 0.050, 0.1, 1 Y 10 mM. Cada 2 h se tomaron 

muestras de 1.0 mL de cada uno de los cultivos y el crecimiento bacterial fue medido 

por el cambio de absorbancia a 600 nm. Las cinéticas de crecimiento de P. syringae 

y de A. tumefaciens fueron similares entre el cultivo control y entre los cultivos 

creciendo en presencia de las concentraciones de betanina que se probaron (Figuras 

2A y 8), sugiriendo que betanina quizás no afecta el crecimiento de las bacterias. 
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Figura 1. Crecimiento en la planta de Pseudomonas syringae pv. tabaci (A) y de 

Agrobacterium tumefaciens (8). 
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3. Purificación y obtención de la curva patrón de betanina por HPLC. 

La betanina se purificó a partir de raíz de almacenamiento de betabel. Para 

esto, por cada gramo de tejido congelado en nitrógeno líquido, homogeneizado con 

un molino para café y extraído por 16 h a 4°C, se le añadió 10 mL de metanol al 80% 

conteniendo ascorbato de sodio 50 mM. El extracto se centrifugó a 15 000 g por 30 

min, el sobrenadante se filtró con papel filtro (Whatman # 1) Y el precipitado se re

extrajó con 10 mL de metanol al 50%. Después de centrifugar en las condiciones 

anteriores, el sobrenadante también se filtró y se juntó con el primer sobrenadante 

obtenido con metanol al 80%. Ambos sobrenadantes se concentraron a presión 

reducida, a 30°C. El polvo se resuspendió en HCI al 0.1 %, se aplicó a una columna 

de cromatografía empacada con Dowex 50W X 100 (45 X 2.5 cm de d.i) y las 

fracciones de carbohidratos y de pigmentos fueron obtenidas de acuerdo a las 

condiciones reportadas por Pourrat y col, (1998). La fracción rojo-violeta fue 

concentrada a presión reducida, purificada por Sephadex G-25 y por HPLC de 

acuerdo a las condiciones y al sistema de solventes descritos por Heuer y col (1996). 

La betanina purificada mostró un espectro de absorción con una Amax a 536 nm y un 

tiempo de retención por HPLC de 3.1 min (Figs. 1A y B). 

Un equipo de HPLC (Waters, Milford MA, EUA) fue equipado con una columna 

de Nucleosil C18 (de 5 ¡.1m y de 250 X 4 mm; Macherey-Nagel, Düren, Alemania) y la 

elución de betacianinas se realizó con el sistema de solventes reportado por Heuer y 

col (1996). Para obtener la curva patrón de betanina, concentraciones conocidas del 

pigmento purificado de la raíz de almacenamiento de betabel fueron inyectadas a la 
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columna de HPLC y se obtuvó el área de respuesta de cada uno de los picos de 

betanina (Figura 1 C). 
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