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RESUMEN

En esta investigacion se realizé la determinacién del color de las flores de la especie tipo de Laelia speciosa
y las variedades alba, albescens y rubra mediante colorimetria tri-estimulo, con el método CIELab,
obteniendo el matiz (°h) y la saturaciéon o croma (C). Las flores de L. speciosa de la especie tipo y las
variedades albescens y rubra presentan un matiz que va de 313°h a 315°h, lo que las ubica en el rango del
color que se ha observado en las flores pigmentadas por antocianinas. Los valores de C fueron de 4.18 para
la variedad albescens, 30.99 para la especie tipo y 37.70 para la variedad rubra, lo que demuestra que la
saturacion incrementa conforme el color o la pigmentacion de la variedad aumenta de intensidad. Estos
valores fueron menores en la variedad alba, con un valor de matiz de 117.14°h y un C de 2.96, esto debido
a la ausencia de color y pigmentos. Para relacionar estos resultados con el contenido de antocianinas en
flores de L. speciosa, se determind el contenido de éstas en las diferentes variedades y en la especie tipo,
con la cuantificaciébn de antocianinas totales, equivalentes a cianidina. Las flores de la especie tipo
presentaron 131.65 pg/g de antocianinas, observandose un contenido mayor (243.68 ug/g) en la variedad
rubra; la variedad albescens mostr6é un contenido menor (29.44 ug/q) y en las flores de la variedad alba solo
se cuantificaron 2.64 pg/g. Estos resultados demuestran una relacién directa entre el color de las flores de L.
speciosa y el contenido de antocianinas, las flores de la variedad alba (flores blancas) contienen una baja
concentracién de antocianinas y los valores de matiz y croma mas bajos, opuesto a lo observado en la
variedad rubra (flores pUrpuras) con el mayor contenido de antocianinas y los parametros de color. Ademas,
se determiné la actividad de fenilalanina amonio liasa (PAL) y el contenido de acidos fendlicos, flavonoides y
antocianinas en cuatro estadios del desarrollo de la flores de la especie tipo de L. speciosa y de las tres
variedades naturales alba (flores blancas), albescens (flores rosa palido) y rubra (flores parpura). En general
se observo una mayor actividad de PAL en los dos primeros estadios de desarrollo de cada variedad y la
especie tipo, disminuyendo hasta casi desaparecer en el Ultimo estadio, que corresponde a flor abierta
(estadio 1V). La mayor actividad se detectd en el estadio | de la variedad alba y la menor actividad en el
estadio |V de la variedad albescens, con 0.286 u 0.117 U PAL/mg de proteina por hora, respectivamente. La
relacién indica mayor actividad de PAL en flores acianicas (alba y albescens) que cianicas (especie tipo y
variedad rubra). El contenido de acidos fendlicos totales mostré una variacién dependiente de cada estadio
de floracién y de cada una de las variedades y la especie tipo. En cada una las variedades y la especie tipo
de L. speciosa, el contenido de acidos fendlicos fue mayor en el estadio |. En la especie alba se obtuvo un
contenido de 0.354 umoles/g de peso fresco, seguidos de la variedad albescens, especie tipo y variedad
rubra con 0.268, 0.192 y 0.194 pmoles/g de peso fresco, respectivamente. En el estadio 1V, el contenido fue
similar (de 0.268 a 0.079 umoles/g de tejido fresco). No se observé una fuerte variacion en el contenido de
flavonoides en los primeros estadios de la especie tipo y en las tres variedades, sin embargo, el mayor
contenido se present6 en estadio Ill. La produccién de antocianinas fue mas alta en las flores cianicas de L.
speciosa, observando una relacién directa del desarrollo de la flor y el color. Estos resultados se relacionan
con la acumulacién de las antocianinas y el color, demostrando que en estadios tempranos del desarrollo de
la flor, cuando el color ain no se define, el contenido de antocianinas es menor; y cuando las flores estan
definidas, el contenido de éstas es mayor. Los resultados demuestran que la variacion de las flores en las
tres variedades y la especie tipo de L. speciosa, se debe a la acumulacién de antocianinas (estadio 1V), con
una previa sintesis de flavonoides (estadio Ill) y acidos fendlicos (estadios | y 1), asi como con la actividad
de la PAL en las etapas tempranas de la formacion de las flores.

Palabras clave: Color, orquidea, PAL, pigmentos, variacion floral.
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ABSTRACT

In this research was determined the color of the flowers of the species type of Laelia speciosa and their
varieties alba, albescens and rubra, by colorimetry tri-stimulus analysis with the CIELab method, obtaining
the hue (°h) and the saturation or chroma (C). The flowers of L. speciosa of the species type and varieties
albescens and rubra have a hue between 313 °h to 315 °h, which places them in the range of the color
which has been observed in flowers pigmented by anthocyanin. The C values were 4.18 for variety
albescens, 30.99 for the species type and 37.70 to the variety rubra, which shows a saturation increases
as the color or intensity increases the pigmentation of the variety. These values were lower in the alba
variety, with a hue of 117.14 °h value and a 2.96 C, this is due to the absence of color and pigments. To
relate these results with the content of anthocyanins in flowers of L. speciosa, the content of anthocyanins
was determined in the species type and varieties with the quantification of anthocyanins total, equivalent
to cyaniding. The flowers of the species type presented 131.65 pg/g of anthocyanins, observing a content
greater (243.68 ug/qg) in the rubra variety; the albescens variety showed a lower content (29.44 ug/g) and
in the flowers of the alba variety was quantified only 2.64 pg/g. These results show a direct relationship
between the color of the flowers of L. speciosa and content of anthocyanins, the alba variety flowers (white
flowers) contained a low concentration of anthocyanins and the values of hue and chroma lower, opposite
to that observed in the rubra variety (purple flowers) with the highest content of anthocyanins and color
parameters. In addition, was determined the activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL) and the
content of phenolic acids, flavonoids and anthocyanins in four stages of the development of the flowers
of the species type of L. speciosa and their natural varieties alba (white flowers), albescens (pink flowers)
and rubra (purple flowers). In general was observed a greater activity of PAL in the stage | and Il of each
variety and the species type, decreasing to almost disappear in the last stage that corresponds to flower
open (stage V). The increased activity was detected in stage | of the alba variety and lower activity in
stage IV of the variety albescens, with 0.286 and 0.117 U PAL/mg protein per hour, respectively. The ratio
indicates higher activity of PAL in acianicas flowers (alba and albescens) to cyan (species type and rubra).
The relationship indicates higher activity of PAL in acyanic flowers (alba and albescens) to cyanic (species
type and variety rubra). The contents of total phenolic acids showed a dependent variation of each stage
of flowering and each of the varieties and the type species. In each the varieties and the type species of
L. speciosa, phenolic acids content was higher in stage I. The alba variety showed a content of 0.354
pmol/g galic acid equivalent of fresh weight, followed by the variety albescens, species type and variety
rubra with 0.268, 0.192 and 0.194 umol/g galic acid equivalent of fresh weight, respectively. In the stage
IV, the content was similar (of 0.268 to 0.079 umol/g galic acid equivalent of fresh weight). A strong
variation in the content of flavonoids not was observed in the first stages of the species type and in their
three varieties, however, the greater content is presented in stage Ill. The production of anthocyanins was
higher in the cyanic flowers of L. speciosa, noting a direct relationship of the development of the flower
and color. These results are related to the accumulation of anthocyanins and color, showing that in the
early stages of the development of the flower, when color is not yet defined, the content of anthocyanins
is lower; and when the flowers are defined, the content of these is higher. The results show that variation
in flowers in the three varieties and the type species of L. speciosa, is due to the accumulation of
anthocyanins (stage V), with a preliminary synthesis of flavonoids (stage Ill) and phenolic acids (stages
I and Il), as well as the activity of the PAL in the early stages of the formation of flowers.

Keywords: Color, Orchid, PAL, pigments, flower variation.



INTRODUCCION GENERAL

Los principales pigmentos que generan la coloracion floral, en general son los
carotenoides, flavonoides, antocianinas y betalainas, aunque otros pigmentos como
clorofilas, fenilfenalenonas y quinochalconas pueden generar esta coloracién aunque
son ejemplos raros en la naturaleza (Davies, 2009). Los flavonoides vy
fenilpropanoides, denominados generalmente como compuestos fendlicos, son de
gran variacion en estructura y funcién, y aquellos involucrados en la coloracién de las
flores son solubles en agua y generalmente se localizan en la vacuola, siendo los
flavonoides y las antocianinas los mas comunes, éstos son la base para casi todas las

flores amarillo-naranja, rosadas, rojas, escarlatas, parpuras y azules (Davies, 2009).

Este tipo de moléculas, se caracterizan por la presencia de un anillo bencénico como
minimo, el cual esta directamente unido al menos un grupo hidroxilo, libre o ligado con
otra funcion (ésteres, metil ésteres, glucosidos, etc.). Estos compuestos protegen
principalmente a las plantas contra los dafios oxidativos (Bravo, 1998; Shahide y
Naczk, 2004).

Los flavonoides y antocianinas son sintetizados a partir de los precursores acetato y
fenilalanina por la via de los fenilpropanoides o ruta del &cido shiquimico (Dixon,
2005). Esta es regulada a nivel genético (Davies y Schwinn, 2003) y altamente
regulada por factores ambientales, principalmente por luz (Winkler et al., 1974). La
sintesis ocurre en el citoplasma con acumulacion en vacuolas, aunque el mecanismo
de transporte no ha sido completamente elucidado (Zhang et al., 2004). Desde el
punto de vista funcional y debido a su alto poder reductor, actian como antioxidantes
al prevenir o destoxificar procesos que conducen a la produccion de radicales libres y
a la muerte celular (Kong et al., 2003); en plantas se asocian con mecanismos de
proteccion en casos de excesos de luz (O’Neill y Gould, 2003), estrés al frio y defensa
contra patdgenos (Kong et al., 2003), asi como en la coloracion de flores y frutos
(Steyn et al., 2000).



La diferencia en la pigmentacion de las flores se debe a la actividad de las principales
enzimas involucradas en la ruta biosintética de los acidos fendlicos, flavonoides y
antocianinas, como la fenilalanina amonio liasa (PAL, por las siglas del inglés
Phenylalanine Ammonio Lyase) que transforma la fenilalanina a acido cumarico; la
chalcona sintasa (CHS) que controla el primer paso en la ruta biosintética de
flavonoides en la sintesis de la naringenina, la que posteriormente es modificada a
través de varios pasos enzimaticos de la ruta para producir una amplia variedad de
compuestos importantes en la pigmentacion floral como flavonas, flavonoles y
antocianinas, que dan origen a los colores blanco, amarillo, rosado o rojos (Durbin et
al., 2001). En esta ultima etapa de la ruta de sintesis, es importante la actividad de la
flavanona-3-hidroxilasa (F3H), la dihidroflavonol reductasa (DFR), la antocianidina
sintetasa (ANS) y la UDP flavonoide glucosil transferasa (UFGT) (Zhang et al., 2004).

La sintesis de &cidos fendlicos es directamente la responsable del color de las flores,
la produccion de éstos durante su desarrollo se relaciona con el color, el que depende
de la cantidad y tipo de compuestos fendlicos. Por ejemplo, el color cidnico de muchas
flores (rosas, rojas, purpuras) se debe a la acumulacion de las antocianinas, la
coloracion de flores amarillas se debe a la acumulacién de chalconas y auronas y los
colores amarillo-naranja principalmente a las flavonas y flavonoles (Paiva, 2000; Steyn
et al., 2000; Shahide y Naczk, 2004).

Varias especies de plantas tienen variacion en el color de las flores, desde flores
blancas hasta azul-purpura, amarillas y naranja, en las que se ha relacionado el
contenido de compuestos fendlicos con el color: en cultivares de Nymphaea (lili de
agua) las flores blancas y amarillas no presentaron antocianinas, en las rojas hay un
mayor contenido de las antocianinas delfinidina y cianidina, y en las azules solamente
delfinidina (Zhu et al., 2012); un resultado similar ha sido reportado para flores de
clematides (Clematis patens), con un alto contenido de antocianinas en las flores
purpuras y de flavonoles en las de color rosa (Masanori et al., 2008); e igualmente en
estudios con flores de gloria de la mafana (Ipomoea purpurea) (Zufall y Rausher,

2003) y de crisantemo (Chrysanthemum grandiflorum ) (Chen et al., 2012).



Las flores blancas o también denominadas acianicas, se debe a que no hay
produccion de este tipo de compuestos fendlicos (Kobayashi et al., 2002). En reportes
recientes se ha determinado que las flores blancas de algunas orquideas como
Dendrobium y Cymbidium, se debe a cambios en la actividad enzimatica y en la
expresion de genes de las enzimas de sintesis de antocianinas, principalmente en
PAL, CHS, F3H y DFR (Wang et al., 2009). En la naturaleza existen variedades de
orquideas con flores blancas (albas), flores de color rosa claro (albescens) y flores de
color rosa fuerte a purpura (rubra), variaciones en el color de las flores de la especie
denominado “tipo” (flores de color rosa). Esta pigmentacion es regulada a nivel génico
y no a las condiciones ambientales, por lo que las plantas que las producen han sido
clasificadas como variedades. En México, algunos géneros de orquideas como

Encyclia, Barkeria y Laelia, presentan este tipo de variedades.

La especie Laelia speciosa es una de las orquideas endémicas mas importantes y
demandadas en nuestro pais debido a la belleza de sus flores (Halbinger y Soto-
Arenas, 1997), por lo que es considerada en riesgo de extincion en la categoria de
proteccion especial (Pr) en el listado de especies en peligro de extincion (NOM-Ecol-
059, SEMARNAT, 2010). La especie tipo de L. speciosa presenta flores de color rosa,
de la que se han clasificado tres variedades basandose en la variacién del color de
sus flores, la variedad alba de flores blancas, la variedad albescens de flores rosa
palido y la variedad rubra de flores purpura. Debido a estas caracteristicas, las flores
de esta planta se presentan como un modelo de estudio para analizar la relacién del

color con la sintesis o acumulacion de compuestos fendlicos como las antocianinas.

Por lo anterior, en esta investigacion se realizaron estudios comparativos en las flores
de las diferentes variedades de L. speciosa con la especie tipo, teniendo como objetivo
general el relacionar el contenido de acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas, con

el color de las flores.



IIl. ANTECEDENTES GENERALES

2.1. COMPUESTOS FENOLICOS DE PLANTAS

Las rutas metabdlicas basicas, también denominado metabolismo primario,
constituyen los origenes del metabolismo secundario de las plantas, del que se
sintetizan una gran diversidad de compuestos, llamados metabolitos secundarios, que
son responsables del aromay color de las hojas, flores y frutos de los vegetales. Otros
son importantes antioxidantes, antimicrobianos, anti-alimentarios, repelentes vy
atrayentes, producidos durante la interaccion con agentes bioticos y abioticos (Wink,
2007).

Las plantas producen una gran variedad de productos secundarios que contienen un
grupo hidroxilo en un anillo aromatico, que les confiere una estructura fendlica. Existen
dos rutas béasicas implicadas en su biosintesis: La ruta del acetato que conduce a la
formacién de cadenas policiclicas que mediante ciclacién, dan lugar a compuestos
policiclicos aromaticos; y la ruta del acido shikimico, que es precursor principal de uno
de los grupos mas importantes en plantas, denominados de forma general como
fenoles, a los que pertenecen los fenoles simples, acidos fendlicos, taninos,

cumarinas, lignanos, quinonas, flavonoides y antocianinas (Bravo, 1998).

Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica responsable de ejercer
accion antioxidante, actuando como captores de radicales libres y neutralizando
especies reactivas de oxigeno e iones metélicos quelantes. Ademas, debido a su
reactividad, se encuentran en la mayoria de los casos combinadas con un &cido
organico, un azucar o bien, con ellos mismas para formar un polimero. Los grupos que
presentan la mayor cantidad de compuestos son los acidos fendlicos y los flavonoides,
las antocianinas pertenecen a este ultimo grupo de compuestos fendlicos (Skerget et
al., 2005).



Respecto a sus funciones, los compuestos fendlicos pueden ejercer una funcién
estructural como el caso de la lignina y suberina. Actian como protectores frente a las
radiaciones ultravioleta y forman los pigmentos naturales de las plantas (p.ej.,
antocianinas, flavonas y flavonoles). Intervienen como reguladores de interacciones
planta-microorganismos (p.ej., Rhizobium, Agrobacterium). También estan implicados
en procesos de defensa de las plantas como es el caso de los taninos o las
furanocumarinas (isoflavonoides). Otros compuestos fendlicos tienen efectos
alelopaticos (p.ej., acido cafeico, acido ferulico) y de atraccion de polinizadores.
Algunos fenoles también juegan un importante papel en la tolerancia al estrés
(Williams y Graver, 2004; Wink, 2007).

2.1.1. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos consisten en dos grupos: los &cidos hidroxibenzoicos y los acidos
hidroxicinamicos: Los &cidos hidroxibenzdicos son compuestos que presentan un
grupo carboxilico (grupo acido) y grupos hidroxilo (uno o0 mas) en un anillo aromatico,
ejemplos de éstos son el acido gélico, acido vainillico y el acido protocatecuico; los
acidos hidroxicindmicos se caracterizan por la presencia del grupo CH=CH-COOH en
remplazo del grupo COOH presente en los acidos hidroxibenzoicos, los acidos

cinamico, cumarico, ferulico y cafeico, son un ejemplo de ellos (Wink, 2007).

2.1.2. Flavonoides

Los flavonoides son un tipo particular de los polifenoles presentes en plantas y son los
compuestos responsables del color de las flores y frutas. El término flavonoide viene
del latin "flavus", que significa amarillo, ya que muchos flavonoides purificados son de
color amarillo. Estos son clasificados en chalconas, auronas, flavonas y flavonoles,

isoflavonas y neoflavonoides, catequinas y antocianinas (Markham, 1996).

Las flavonas son amarillas y pueden estar en algunas flores, como en la primula,

dandoles un color amarillo a sus pétalos, o en frutos, como en la piel de las uvas, son
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las responsables del color amarillento de los vinos blancos. Hay tres flavonas
importantes: la tricetina, presente en el polen de algunas mirtaceas, y también en las
podocarpaceas (Podocarpus spp.); apigenina, presente en muchas plantas como la
manzanilla (Matricaria recutita) o el tejocote (Crataegus laevigata), da un color marron
marfilefio a las flores si se presenta sola; y luteolina, de color amarillo, que incluso

sirve para tefiir lana y otros tejidos (Lopez-Luengo, 2002).

Los flavonoles suelen ser incoloros o amarillos y se encuentran en las hojas y en
muchas flores. Los mas importantes son tres: quercetina, es el flavonol amarillo del
polen de varias especies de encinos (Quercus spp.); miricetina, presente en la uva; y
kaempferol, que esta presente en las inflorescencias de muchas plantas y las protege
de la luz ultravioleta. A los flavonoles y las flavonas se unen azucares,
preferentemente a la posicion C3 y con menor frecuencia al C7 del anillo A, de forma
que estos compuestos se encuentran comunmente como O-glicésidos, siendo la D-
glucosa el residuo azucar mas frecuente. Otros residuos de azucares son la D-
galactosa, la L-ramnosa, la L-arabinosa, la D-xilosa, asi como el acido D-glucuronico.
La parte sin azUcares de la molécula flavonoide se llama aglicona. Los glicosidos son
mas solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que su aglicona o

flavonoide respectivo (L6épez-Luengo, 2002; Williams y Grayer, 2004).

2.1.3. Antocianinas

Este tipo de compuestos fendlicos presentan moléculas simples sin unién a
compuestos glucosidos (agliconas) y unidas a azlcares. Las primeras son las
antocianidinas, las agliconas de las antocianinas, que se encuentran ampliamente
distribuidas en las plantas. Las antocianidinas principales son la cianidina,
pelargonidina, peonidina, delfinidina, petunidina y la malvidina, responsables del color
rojo, naranja, azul, violeta y morado en las frutas, flores y demas partes de plantas.
Su color depende del pH, los iones metélicos presentes y la combinacion de las
diferentes antocianidinas (Kong et al., 2003; Dixon, 2005; Vermerris y Nicholson,
2008).



Las antocianinas son glucoésidos de antocianidinas, siendo la glucosa el glucésido mas
presente en estas moléculas. Junto con los taninos, son los responsables del color
rojo de los vinos arfiejos (Rovner, 2006). Las antocianinas son utilizadas en la industria
de alimentos como colorantes naturales, y se enumeran en el Codex Alimentarius bajo
el codigo E169. Debido a su capacidad antioxidante, las antocianinas y antocianidinas
se asocian como compuestos beneficiosos para la salud. Por ejemplo, su consumo se
ha asociado con la prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo,
como la enfermedad cardiaca coronaria y el cancer (Lazze et al.,, 2006; Pascual-
Teresa y Sanchez-Ballesta, 2008).

2.1.4. Biosintesis de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos mayormente son sintetizados por la ruta del &cido
shiquimico, A partir de eritrosa-4-fosfato y de acido fosfoenolpirtvico se inicia una
secuencia de reacciones que conduce a la sintesis de acido shiquimico y, derivados
de éste, los aminoacidos aromaticos fenilalanina, triptéfano y tirosina. La mayoria de
los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina a través de una ruta metabdlica
presente en plantas, hongos y bacterias, pero no en animales. La enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés: Phenylalanine Ammonia Lyase) cataliza
la formacion de &cido cinamico por eliminacion de una molécula de amonio de la
fenilalanina. Esta enzima estd situada en un punto de ramificacion entre el
metabolismo primario y secundario por lo que la reaccion que cataliza es una
importante etapa reguladora en la formacion de muchos compuestos fendlicos (Figura
1) (Narbona et al., 2014).

Las reacciones posteriores a la catalizada por PAL son basicamente adiciones de mas
grupos hidroxilo y otros sustituyentes. Los acidos trans-cinamico y p-cumarico se
metabolizan para formar acido ferulico y acido caféico (Figura 1) cuya principal funcion
es ser precursores de otros derivados mas complejos como las cumarinas, lignina,
taninos, flavonoides y antocianinas. En la ruta de biosintesis de flavonoides, la primera

etapa consiste en la condensacion de 3 moléculas de malonil-CoA con una molécula
7



de p-cumaril-CoA, reaccion catalizada por chalcona sintasa y da lugar a naringerina
chalcona, el precursor de los flavonoles y las antocianinas (Figura 1).

L-Fenilalanina

PAL, C4H, 4CL .
Compuestos derivados

Complejo regulador | cumaroil CoA

1l Estilbenos
@ Malonil CoA :> Lignina
A bHLH

CHS
@ Chalconas : RO
CHI
F3'5'H F3'H Isoflavonoides
5H-flavanona €= Naringenina =——> Eriodyctiol ) Flavonas

lssn lnn lrsn

Dihidromiricetina  Dihidrokaempferol  Dihidroquercetina :DFlavonoles

l DFR lDFR lDFR

Leucodelfinidina Leucopelargonidina Leucocianidina I::)Catequinas

lLDOX/ANS lLDOX/ANS lLDOX/ANS Proantocianidinas
(taninos condensados)

Antocianidinas ————) Epicatequinas
—
et e e

Antocianinas

Figural. Esquema de la ruta biosintética de las antocianinas (Narbona et al.,
2014).

En la figura 1 se muestran las enzimas principales (azul), las enzimas pertenecientes
a la ruta superior de los fenilpropanoides (gris), los compuestos producidos por éstas
(negro) y las proteinas reguladoras de los genes que codifican a las enzimas (rojo).
Las flechas verdes indican ramas que mediante otras reacciones enzimaticas daran
lugar a distintos compuestos secundarios. Las proteinas reguladoras (factores de
transcripcion) se encuentran formando el complejo MBW, el cual puede controlar la
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sintesis de una o varias enzimas de la ruta. Para las enzimas y proteinas reguladores
se utiliza la abreviatura de sus siglas en inglés. WDR, WD40 repeats; bHLH, beta
helix-loop-helix; MYB, R2R3-MYB o0 R3-MYB; PAL, phenylalanine ammonia lyase;
C4H, cinnamic acid 4-hydroxylase; 4CL, coumarate CoA ligase; CHS, chalcone
synthase; CHI, chalcone isomerase; F3'H, flavonoid 3’-hydroxylase; F3'5’H, flavonoid
3’ 5’-hydroxylase; F3H, flavonoid 3-hydroxylase; DFR, dihydroflavonol 4-reductase;
ANS, anthocyanidin synthase; GT, glycosyl transferase (Narbona et al., 2014).

2.2. EL COLOR EN LAS FLORES

Los pigmentos son compuestos quimicos que cuando la luz incide sobre ellos,
absorben unas determinadas longitudes de onda y reflejan el resto (que es lo que los
humanos percibimos como color), generalmente éstos son detectados con longitudes
de onda comprendidas entre 380 y 730 nm; sin embargo, los polinizadores,
principalmente insectos y aves, ademas perciben longitudes de onda mas corta
(ultravioleta) (Kevan et al., 1996; Kelber et al., 2003). Los pigmentos en las plantas se
clasifican en cuatro grandes grupos: clorofilas, carotenoides, flavonoides y betalainas.
Las clorofilas, que proporcionando un color verde, forman parte constitutiva de los

tejidos vegetativos y sépalos.

Se acumulan raramente en los pétalos o tépalos, aunque existen excepciones como
por ejemplo en la familia Orchidaceae (Lee, 2007; Vignolini et al., 2012). Los
carotenoides son isoprenoides y generan los colores amarillo, naranja y rojo en
algunas flores; son frecuentes en especies del género Narcissus o en la familia
Asteraceae (Grotewold, 2006; Lee, 2007). Los flavonoides son los pigmentos que mas
diversidad de color proporcionan a las flores. Entre ellos, las antocianinas son los
flavonoides mas importantes y proporcionan una coloracion roja, azul, rosa, purpuray

en algunos casos casi negra (Lee, 2007; Miller et al., 2011).

Las auronas, chalconas, flavonas y flavonoles son flavonoides y generan un color

blanquecino, amarillo palido o amarillo; ademéas absorben la radiacion ultravioleta
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(Tanaka et al.,, 2008). Flavonas y flavonoles también pueden actuar como
copigmentos (Davies, 2009), es decir, sustancias de coloracion débil que se unen de
forma estable a las antocianinas para reforzar su color, haciéndolo mas intenso o
brillante. Las betalainas producen una coloracion similar a la de los flavonoides y se
producen Unicamente en algunas familias del orden Caryophyllales (Shimada et al.,
2007; Brockington et al., 2011). Mientras que antocianinas y carotenoides pueden
producirse en la misma especie, la acumulacion de betalainas y antocianinas es

mutuamente excluyente (Brockington et al., 2011) (Figura 2).

El color blanco en los pétalos responde generalmente a la falta de pigmentos; al no
haber pigmentos que absorban una parte del espectro de luz, ésta es reflejada
completamente. En los pétalos rara vez se acumula un solo tipo de pigmento (Glover,
2007; Lee, 2007). Incluso en las flores que poseen un color uniforme suelen
encontrarse varios tipos de compuestos, por ejemplo distintos tipos de antocianinas
(Schmitzer et al., 2009; Zhu et al., 2012; Chen et al., 2013). Un cambio del tipo de
pigmento o en la proporcion de mezcla de varios pigmentos afectaria al color
resultante (es decir el matiz o longitud de onda predominante), mientras que cambios
en la concentracion de los compuestos afectaria a la intensidad del color (es decir,
saturacién o pureza del color) (Figura 2). En el caso de las antocianinas, otros factores,
como el tipo de copigmento unido a la antocianina o el pH vacuolar, podrian afectar

en gran medida al color del pétalo (Andersen y Jordheim, 2006; Glover, 2007).

Cuando en los estudios se usa el término polimorfismo de color floral, se refieren
generalmente al polimorfismo en el color de los pétalos. En los pétalos, las
antocianinas y betalainas se acumulan generalmente en células de la epidermis
mientras que los carotenoides se acumulan en células inferiores a la epidermis (Lee,
2007; Hughes, 2011). A nivel celular, los primeros se acumulan en las vacuolas ya
gue son hidrosolubles, mientas que los segundos se acumulan en plastidios al ser

liposolubles (Tanaka et al., 2008).
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Algunos autores sugieren que no todos los polimorfismos de color son igual de
frecuentes. Warren y Mackenzie (2001), encontraron que los polimorfismos malva-
blanco y rosa-blanco (causados por ausencia de antocianinas) eran mas frecuentes
que los polimorfismos verde-blanco (ausencia de clorofilas) y amarillo-blanco
(ausencia de carotenoides o algunos flavonoides). Como ejemplo de los primeros
estaria el caso de Claytonia virginica, con tonalidades que van entre el blanco, rosa
claro, malva y carmesi (Frey, 2004) y de Parrya nudicaulis, con flores sin antocianinas
de color blanco frente al morfotipo con antocianinas de color purpura (Dick et al. 2011)
(Figura 2).

‘m\
Auronas Aureusidina \\.I

Chalconas Buteina ,“'I

Y,

N\

Flavonas Apigenina, luteolina 3

Flavonoides |
Flavonoles Quercetina, rutina /

N

Cianidina, deffinidina, ‘,ﬁ

Antocianinas (antocianidinas)  malvidina, pelargonidina, ‘ :

peonidina, petunidina b

Figura 2.  Principales clases de flavonoides y los colores que les proporcionan a
las flores segun son percibidos por los humanos (Modificado de Narbona
et al., 2014).

La pérdida de antocianinas en las flores ocurre con mas frecuencia que la ganancia
(Rausher, 2008; Sobel y Streisfeld, 2013). Asi, uno de los tipos mas comunes de
polimorfismo en el color de las flores es el que conlleva la presencia de una baja

frecuencia de plantas con flores blancas en poblaciones de plantas con flores
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pigmentadas (Levin y Brack, 1995). Este tipo de polimorfismo ha sido descrito en
diferentes especies, como Digitalis purpurea, Echium plantagineum, Phlox
drummondiio y Phlox pilosa (Levin y Brack, 1995). Otros estudios mas recientes
incluyen el polimorfismo azul claro-blanco de Wahlenbergia albomarginata (Campbell
et al., 2012), el purpura-blanco de Hesperis matronalis (Majetic et al., 2007) y el rosa-

blanco de Mimulus lewisii (Wu et al., 2013).

Por otra parte, en especies como Lobularia maritima, el blanco es el morfotipo mas
frecuente mientras que el menos frecuente seria el violeta (Gomez, 2000). En los
casos anteriores, la ausencia de produccion de pigmentos florales supone la aparicion
de un morfotipo blanco. Sin embargo, cuando la especie tiene la capacidad de producir
varios tipos de pigmentos, la pérdida de uno de ellos causa un morfotipo pigmentado
pero de color diferente al original. Asi, uno de los polimorfismos mejor documentados
es cuando algunos individuos acumulan antocianinas y carotenoides en sus pétalos
(flores de color purpura a rojo intenso), frente a individuos que han perdido la
capacidad de sintetizar antocianinas (flores de color amarillo debido a los
carotenoides) como en Mimulus aurantiacus (Streisfeld y Kohn, 2005), en lIris
lutescens (Wang et al., 2013).

En otras especies, el polimorfismo se produce por un cambio en el pigmento
predominante en las flores, generalmente entre distintos tipos de antocianinas
(pelargonidinas, cianidinas o delfinidinas), lo que genera cambios de naranja a azul,
de rosa a azul o de rojo a azul (Quintana et al., 2007; Hopkins y Rausher, 2012). Por
altimo, hay ejemplos de extrema diversidad de colores florales en las especies
silvestres. Asi, Lycoris longituba presenta colores purpura, rojo, naranja y amarillo en
poblaciones naturales debido tanto a la acumulacion de distintos pigmentos como a la

distinta concentracién de los mismos (He et al., 2011).
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2.2.1. Regulacion de la sintesis de antocianinas en flores

La diferencia en la pigmentacion de las flores se debe a la actividad de las principales
enzimas involucradas en la ruta biosintética de las antocianinas (Durbin et al., 2001),
por lo que los patrones de color de las flores estan controlados a diferente niveles, por
ausencia o mutaciones de uno o mas de los genes de la via de sintesis de las
antocianinas (Kobayashi et al., 2002), por cambios en la expresion de algunos de
estos genes (Jaakola et al., 2002) y por regulacién transcripcional (Winkel-Shirley,
2001; Mori et al., 2005).

La gama de colores de rosa a rojos muy intensos es producida por la expresion de los
genes de las enzimas F3H, DFR, ANS y UFGT; cuando la expresion de algunos de
estos genes se ve inhibida, la pigmentacién de las flores es diferente al de las flores
cidnicas. Cuando se produce chalcona-2-glucésido a partir de chalcona o glucésido
de flavonol de dihidroflavonol y se ve inhibido el gen dfr, no se producen antocianinas
y las flores son de color amarillo (Itoh et al., 2002) (Figura 3).

Los analisis genéticos en muchas especies de plantas que producen flores blancas,
han demostrado que se debe a la pérdida de actividad de tres enzimas primordiales
en la sintesis de flavonoides: chalcona sintasa (CHS), dihidroflavonol 4-reductasa
(DFR) y flavonoide 3',5' hidroxilasa (F3'5’H) (Zufall y Rausher, 2003). Las plantas de
petunia que producen flores blancas, carecen de la actividad de estas enzimas
(Franken et al., 1991; Napoli et al., 1999) (Figura 3).

Los estudios indican que la produccién de flores blancas, se debe a la nula actividad
de CHS principalmente porque es la enzima puntual de la ruta de sintesis de
flavonoides, responsables del color de las flores (Jez et al., 2002). La baja actividad
de dichas enzimas se debe principalmente a mutaciones en la region promotora de
los genes correspondientes 0 a mutaciones en factores de transcripcién (Rauscher,
2008).
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Figura3.  El color de las flores en Petunia x hybrida (petunia) es regulado por la
expresion de genes de las principales enzimas involucradas en la ruta
de sintesis de las antocianinas, llevando a la formacion de flores blancas,
amarillas, rosas, rojas y purpuras (Durbin et al., 2001; Jaakola et al.,
2002; Mori et al., 2005).

La ausencia de algunos de estos genes, como dfr en Bromheadia finlaysoniana, la
hace producir flores blancas (Liew et al., 1998). Nishihara y col. (2006) produjeron
plantas de genciana (Gentiana triflora) con flores blancas por supresiéon del gen de
chalcona sintasa (chs) mediante transformacion genética con Agrobacterium. Los
estudios mas completos relacionados con el color de las flores, se han realizado con
Ipomoea purpurea ‘gloria de la mafiana’, con los cuales se ha demostrado que la
ausencia o presencia de diversos pigmentos derivados de la ruta de sintesis de
flavonoides, son responsables del color de las flores. La responsabilidad de la
pigmentacién del color de las flores en I. purpurea recae principalmente en CHS y
DFR (Clegg y Durbin, 2000).

Particularmente en orquideas se ha reportado que los genes de CHS (chs), de DFR
(dfr) y de F3H (Hf1), son responsables en la pigmentacién de sus flores, sin embargo
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se desconocen los factores fundamentales que la regulan (Liew et al., 1998; Johnson
et al., 1999).

2.2.2. Determinacioén del color en flores

Cada persona percibe el color de manera distinta, de tal manera que hacerlo se basa
en una interpretacion subjetiva, que depende de varios factores como la edad y el
estado de salud del individuo, incluso de su estado de animo. Es por estas razones
que es muy dificil describir un color especifico de manera objetiva sin tener algun tipo
de norma como base de referencia. Es por ello que se utilizan instrumentos de
medicidon que identifican especificamente un color, es decir, que distinguen un color

de todos los demas y se les asigna un valor numérico (X-Rite, 2002).

Cada color tiene su propia apariencia basada en tres elementos: matiz, luminosidad y
croma. Al describir un color, utilizando estos tres atributos se identifica con precision
un color especifico y se distingue de cualquier otro. El matiz es el atributo de color
mediante el cual un color se percibe como rojo, amarillo, verde, azul, violeta, etc. El
blanco, el negro y el gris no tienen matiz; el croma se describe como la intensidad o
nivel de saturacion de un tono en particular (rojo, amarillo, verde, azul, etc.), definido
como la distancia de separacion de un color cromatico y el color neutral (gris) con el
mismo valor. Lo llamativo o lo apagado de un color, es decir, que tan cerca esta el
color ya sea al gris o0 al matiz puro; y la luminosidad, intensidad luminica o valor, indica
el grado de claridad u obscuridad de un color en relaciéon con la escala neutral de
grises. La escala del valor (V) va desde 0 para negro puro hasta 100 para blanco puro.
La escala de valor es neutral, es decir, sin matiz. Los colores pueden clasificarse como

tenues u oscuros al comparar sus valores (X-Rite, 2002).

Existen diferentes propuestas para medir el color, las cartas de colores se han usado
en taxonomia para la descripcion de plantas y animales desde 1686. Dos de las mas

utilizadas actualmente son las Cartas del Color de Munsell (MBC: The Munsell Book
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of Color) y las Cartas de Color de la Real Sociedad de Horticultura (RHSCC:
Horticultural Society’s Color Charts) (Pérez, 2008).

Cartas del Color de Munsell.- Es donde el matiz se representa en un circulo y
establece 10 sectores de matices definidos por sus iniciales en inglés: R, YR, Y, GY,
G, BG, B, PB, P y RP, para definir colores intermedios se establecen 100 divisiones.
Permitiendo mediante la numeracion, el tratamiento estadistico de datos. La
intensidad tiene una escala de 0 (negro puro) a 10 (blanco puro) y el croma es el grado
de salida de un color desde el color neutro del mismo valor. La escala empieza en
cero pero es arbitraria, y varia segun la intensidad para un mismo matiz. La referencia
Munsell para un color es HV/C. Para un rojo 5R con una luminosidad de 6 y un croma
de 14 se definiria como 5R 6/14 (Pérez, 2008) (Figura 4A).

arnarilla A

arnarillo-verde

verde

pdrpura-rojo wverde-azul

pdrpura azul

azul-pdrpura
NEGRO

Figura 4. Cartas para la medicion de color. A) Arbol del color de Munsell; B) Cartas
de Color de la Real Sociedad de Horticultura (Pérez, 2008).
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Cartas de Color de la Real Sociedad de Horticultura.- la carta completa de colores
contiene 884 colores diferentes. En cada tarjeta de color se presentan 4 matices,
existen 4 grupos de tarjetas agrupadas en abanico: amarillo al rojo, rojo-purpura al
azul, azul-verdoso al amarillo-verdoso y grisaceos de todos los grupos de color. El
color queda descrito por un nimero y una letra (Figura 4B).

Actualmente también se utilizan otro tipo de instrumentos para medir el color. Los
instrumentos 0/45 perciben el color mas cercanamente como lo hace el ojo humano,
ya que excluyen el “componente especular” (brillo), como lo haria cualquier individuo,
para evaluar el color. Los colorimetros son dispositivos tri-estimulares que utilizan tres
filtros (rojo, verde y azul) para emular la respuesta del ojo humano al color y la luz (X-
Rite, 2002) (Figura 5).

Fuente de Luz Muestra

& Visualizacion de Datos
5§ v N Fotodetector

’

Fuente de Luz

Filtros Rojo, Verde
& Azul

Muestra a Medir

0/45

Figura5. A la izquierda esquema de los dispositivos 0/45 donde el receptor de
encuentra a 45° entre la fuente de luz y la muestra a medir, para excluir
el componente especular. A la derecha esquema de un colorimetro tri-
estimulo que utiliza filtros rojo, verde y azul para emular la respuesta del
0jo humano a la luz (X-Rite, 2002).
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Estos instrumentos se basan en escalas de medicién del color que utilizan férmulas
matematicas para interpretar sus resultados. Uno de los modelos empleados por estos
instrumentos es la escala CIEL *a*b* establecida por la Commissione Internationale
de I'Eclairage (Comisién Internacional de la lluminacién), institucién responsable de
las recomendaciones internacionales para la fotometria y colorimetria, y que
determina un sistema tridimensional cuyos pardmetros son los siguientes: L* describe
la iluminacion o brillo del color y varia de 0 (negro perfecto) a 100 (blanco perfecto),
a* es positivo para el rojo y negativo para el verde, b* es positivo para el amarillo y
negativo para el azul. A partir de estos parametros se calcula el croma (c) y el angulo
del matiz (°h). Segun las siguientes ecuaciones: C* =(a*?2 +b*?)12, h=Tan}(b*/a*). C*
representa la intensidad del color, donde los valores bajos se acercan al gris y el matiz
se representa como el angulo h que varia en sentido contrario a las agujas del reloj
del 0° (rojo), 90° (amarillo) a 180° (verde), o en el sentido de las agujas del reloj desde
0° (rojo), -90° (azul) hasta -180° (verde) (Figura 6) (X-Rite, 2002).

El espacio de color CIELAB

L=100 Es un espacio tridimensional
. con tres Planos o ejes

% +b

Plano - Eje
Luminosidad
(L*)

[ .
Plano

Rojo - Verde

(a*)

Plano
Amarillo - Azul
(b%)

Figura 6. Escala de color CIELAB en un espacio tridimensional donde L denota la
luminosidad y va de arriba abajo, de 0 a 100; en un eje horizontal a+ para
el rojo y a- para el azul y en un eje perpendicular a este, b+ para el
amarillo y b- para el azul (X-Rite, 2002).
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Al utilizar las cartas de color RHSCC y las de MBC para medir el color de las flores de
Hemerocallis, Griesbach y Austin (2005) concluyen que las RHSCC no permiten
discriminar entre cultivares distinguibles a simple vista, mientras que las MBC permiten
comparar los atributos especificos dentro de cultivares de un color similar, asi como
interpolar entre valores de los atributos, lo que permite una alta discriminacion del

color de las flores.

Por otra parte, Ayala Silva y Meerow (2007) realizaron un estudio de comparacion de
la evaluacion de color en Amaryllis entre un colorimetro Portatil Minolta Chroma Meter
CR-400 basado en la escala CIEL *a*b* y las cartas de color RHSCC y concluyen que
las cartas difieren de la apreciacion subjetiva del ojo humano, mientras que el

colorimetro ofrece una mayor precision para la identificacion del color de las flores.

2.3. Laelia speciosa (ORCHIDACEAE)

La familia Orchidaceae es una de las que presenta mayor nimero de especies, con
hasta 30 000, forma parte de la Clase Liliopsida (monocotiledéneas) y es una familia
cosmopolita y practicamente se distribuye en todo el mundo con excepcion de los
hielos permanentes y los desiertos (Storm, 2006). En México se distribuyen alrededor
de 1,200 especies de orquideas con un endemismo de 40%; los estados con mayor
diversidad de orquideas son Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Puebla, Hidalgo, San Luis
Potosi, Guerrero, Michoacan, Jalisco, Nayarit y Sinaloa (Salazar y Soto, 1996; Espejo
et al., 2002).

Un género representativo en México es Laelia ya que agrupa aproximadamente 11
especies epifitas, la mayoria endémicas de México (Halbinger y Soto, 1997). Las
especies como Laelia anceps, L. eyermaniana y L. speciosa han sido catalogadas en
riesgo de extincion, L. gouldiana es considerada una especie extinta en la naturaleza,
aunque aun se tiene en colecciones de particulares (SEMARNAT, 2010). Otras

especies como L. albida, L. aurea. L. autumnalis, L. furfuracea, L. halbingeriana, L.
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rubescens y L. superbiens, aunque no son consideradas en riesgo, sus poblaciones

son altamente explotadas (Halbinger y Soto, 1997).

El color de las flores del género Laelia principalmente varia de rosa muy pélido a rosas
muy fuertes, en algunos casos purpuras como L. autumnalis o L. gouldiana, amarillas
como L. aurea y casi blancas como L. albida. La mayoria de estas especies presentan
sus respectivas variedades, albas, albescens y rubra. La pigmentacion en las flores
de L. speciosa las ubica en diferentes variedades como L. speciosa var. alba con flores
blancas, L. speciosa var. albescens con flores rosa palido, L. speciosa var. rubra con
flores rosa fuerte o purpuras, diferentes en su pigmentacion al compararse con L.

speciosa variedad tipo, de flores rosas (Figura 7).

Figura7. Flores de las diferentes variedades de L. speciosa: A), variedad alba; B),
variedad albescens; C), variedad rubra; y D), variedad tipo (Foto y

Cultivo: CAFISMO SPR de RL).
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. JUSTIFICACION

Aunque hay estudios que relacionan el color de las flores con el contenido de
compuestos fendlicos en general, las investigaciones se han realizado en pocas
especies que muestren los morfotipos de diferencia del color en las flores. Dichos
estudios son importantes para determinar qué tipo de compuestos fendlicos estan
directamente relacionados con el color de las flores en una misma especie de planta;
pero también evaluar desde que etapa de la floracion, se puede determinar esta

relacion.

Es por ello, que en la presente investigacién se propone a la orquidea Laelia speciosa
como un modelo de estudio para comprender la relacion del contenido de &cidos
fendlicos, flavonoides y antocianinas, con la pigmentacion de las flores de sus
diferentes variedades, ya que L. speciosa presenta flores de color blanco, rosa palido,

rosa y purpura.
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IV. HIPOTESIS

La variacion en el color de las flores de Laelia speciosa (Orchidaceae) se relaciona

con el contenido de &cidos fendlicos, flavonoides y antocianinas.

V. OBJETIVO GENERAL

Analizar el contenido de acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas en las flores de

diferentes variedades de Laelia speciosa (Orchidaceae).

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el color de las flores de las variedades y la especie tipo de L.

speciosa y relacionar con el contenido de antocianinas.

2. Determinar el contenido de fenoles, de flavonoides y de antocianinas en las
flores de las variedades y la especie tipo de L. speciosa en cuatro estadios de

desarrollo.
3. Determinar la actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa en las flores

de las variedades y la especie tipo de L. speciosa en cuatro estadios de

desarrollo.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

FLORES DE Laelia speciosa
TIPO y VARIEDADES ALBA, ALBESCENS Y RUBRA

W \
[ ESTADIO CUATRO DE FLORACION ] [ CUATRO ESTADIOS DE FLORACION ]
v v v
DETERMINACION /DETERMINACICI)N\ DETERMINACION
DEL COLOR DEL CONTENIDO DE LA ACTIVIDAD
DE ACIDOS ENZIMATICA DE
A FENOLICOS, PAL
FLAVONOIDES Y
DETERMINACION \ ANTOCIANINAS /
DEL CONTENIDO

DE ANTOCIANINAS




VIl. RESULTADOS

7.1. Determinacion del color y su relacion con el contenido de
antocianinas en flores de la especie tipo de Laelia speciosay
las variedades alba, albescens y rubra.

RESUMEN

Se realizo la determinacion del color de las flores de la especie tipo de Laelia speciosa
y las variedades alba, albescens y rubra mediante colorimetria tri-estimulo, con el
meétodo CIELab, obteniendo el matiz (°h) y la saturacién o croma (C). Las flores de L.
speciosa de la especie tipo y las variedades albescens y rubra presentan un matiz que
va de 313°h a 315°h, lo que las ubica en el rango del color que se ha observado en
las flores pigmentadas por antocianinas. Los valores de C fueron de 4.18 para la
variedad albescens, 30.99 para la especie tipo y 37.70 para la variedad rubra, lo que
demuestra que la saturacion incrementa conforme el color o la pigmentacién de la
variedad aumenta de intensidad. Estos parametros fueron menores en la variedad
alba, con un valor de matiz de 117.14°h y un C de 2.96, esto debido a la ausencia de
color y pigmentos. Para relacionar estos resultados con el contenido de antocianinas
en flores de L. speciosa, se determind el contenido de éstas en las diferentes
variedades y en la especie tipo, con la cuantificacion de antocianinas totales,
equivalentes a cianidina. Las flores de la especie tipo presentaron 131.65 ug/g de
antocianinas, observandose un contenido mayor (243.68 ug/g) en la variedad rubra;
la variedad albescens mostré un contenido menor (29.44 pg/g) y en las flores de la
variedad alba solo se cuantificaron 2.64 pg/g. Estos resultados demuestran una
relacion directa entre el color de las flores de L. speciosa y el contenido de
antocianinas, las flores de la variedad alba (flores blancas) contienen una baja
concentracion de antocianinas y los valores de matiz y croma mas bajos, opuesto a lo
observado en la variedad rubra (flores parpuras) con el mayor contenido de
antocianinas y los parametros de color.

Palabras clave: Color, orquidea, PAL, pigmentos, variacion floral.
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ABSTRACT

In this research was determined the color of the flowers of the species type of Laelia
speciosa and their varieties alba, albescens and rubra, by colorimetry tri-stimulus
analysis with the CIELab method, obtaining the hue (°h) and the saturation or chroma
(C). The flowers of L. speciosa of the species type and varieties albescens and rubra
have a hue between 313 °h to 315 °h, which places them in the range of the color
which has been observed in flowers pigmented by anthocyanin. The C values were
4.18 for variety albescens, 30.99 for the species type and 37.70 to the variety rubra,
which shows a saturation increases as the color or intensity increases the pigmentation
of the variety. These values were lower in the alba variety, with a hue of 117.14 °h
value and a 2.96 C, this is due to the absence of color and pigments. To relate these
results with the content of anthocyanins in flowers of L. speciosa, the content of
anthocyanins was determined in the species type and varieties with the quantification
of anthocyanins total, equivalent to cyaniding. The flowers of the species type
presented 131.65 ug/g of anthocyanins, observing a content greater (243.68 ug/g) in
the rubra variety; the albescens variety showed a lower content (29.44 pg/g) and in the
flowers of the alba variety was quantified only 2.64 ug/g. These results show a direct
relationship between the color of the flowers of L. speciosa and content of
anthocyanins, the alba variety flowers (white flowers) contained a low concentration of
anthocyanins and the values of hue and chroma lower, opposite to that observed in
the rubra variety (purple flowers) with the highest content of anthocyanins and color
parameters

Keywords: Color, orchid, PAL, pigments, flower variation.
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INTRODUCCION

La coloracion floral es una caracteristica muy importante en la reproduccion de la
planta para atraer polinizadores. Para el ser humano es una caracteristica ornamental
muy tomada en cuenta en la produccion de variedades florales con colores

especificos, en especial las de color blanco (Zhao et al., 2015).

La forma en que se percibe el color es subjetiva, generalmente se basa en referencias
personales e influencias fisioldgicas y del ambiente. Por ello es necesario expresar
objetivamente un color especifico, para lo cual se usan instrumentos que distinguen
un color de todos los demas, asignandole un valor numérico. Los colorimetros son
dispositivos tri-estimulares que usan tres filtros (rojo, verde y azul) para emular la
respuesta del ojo humano a la luz. Cada color tiene su propia apariencia basada en
tres elementos: matiz (h°), luminosidad (L*) y croma (C*), utilizados para describirlo
con precision y distinguirlo de cualquier otro. El matiz es como se percibe el color de
un objeto (rojo, verde, azul, amarillo, etc.) y se expresa en grados que van de 0° a
360°; el croma describe qué tan cerca esta un color ya sea al gris o al matiz puro, que
tan llamativo o apagado es; y la luminosidad es el grado de claridad de un color. Estos
altimos se cuantifican de 0 a 100 (X-Rite, 2002).

La CIE (Commission Internationale de I'Eclairage) estandarizé los sistemas de orden
del color especificando las fuentes de luz, el observador y la metodologia usada para
encontrar los valores para la descripcion del color y recomienda dos escalas de color,
la CIE 1976 (L* a* b*) o CIELAB y la CIELCH (L* C* h°). Es en estos sistemas en los
cuales se basa la Real Sociedad de Horticultura (Royal Horticultural Society) para

determinar el color de las plantas (Voss, 1992).

Los valores de estos parametros de color varian en las diferentes partes de las plantas
e indican los intervalos en la gama de colores, principalmente en frutos y flores, que
expresan las diferencias en tonalidad y opacidad entre dos o mas frutos o flores (X-

Rite, 2002).
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En flores y frutos con tonalidades desde rosa hasta azul y morado, el color se debe a
la presencia de antocianinas, que representan uno de los principales grupos de
pigmentos solubles en agua. Las flores con color (cidnicas) presentan variaciones en
el contenido de antocianinas dando como resultado las diferentes tonalidades de rosa
a purpura, la ausencia de estos pigmentos se ha demostrado en flores blancas
(acianicas) (Kobayashi et al., 2002; Ogata et al., 2004).

Cuando la expresiéon de genes involucrados en rutas biosintéticas de las antocianinas
o de genes que regulan esta ruta son reprimidos por mutacién, se bloquea la ruta de
biosintesis de antocianinas y se producen flores acianicas (Yoshida et al., 2004); en
diferentes flores o frutos se ha demostrado que el contenido de antocianinas es
dependiente de la coloracién (Durbin et al., 2001; Ogata et al., 2004). Un contenido
alto (3600 — 6000 mg/kg) de antocianinas se presenta en las flores de jamaica
(Hibiscus sabdariffa) (Galicia-Flores et al., 2008), sin embargo en flores rosadas de
Rosa x hybrida, el contenido de antocianinas es menor, desde 216 a 2917 ug/g
(Schmitzer et al., 2010).

En diferentes especies de orquideas, las flores muestran variaciones en el color,
presentando diferentes tonalidades cianicas, inclusive flores acianicas, sin embargo
no hay reportes que relacionen el color con el contenido de antocianinas, informacion
que puede ser importante para la clasificacion e identificacion de las especies o las

variedades dentro de una misma especie.

En la presente investigacion, se realizd la determinacion del color en flores de Laelia
speciosa, una orquidea endémica de México, que presenta variacion en el color de
sus flores (especie tipo, flores de color rosa fuerte; variedad alba de flores blancas;
variedad albescens de flores rosa palido; y variedad rubra de flores purpuras), y se

relacion6 con el contenido de antocianinas.
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MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico

Fueron utilizadas flores de la especie tipo de L. speciosa y de las variedades alba,
albescens y rubra, de plantas de una coleccién particular (CAFISMO SPR de RL),

donde se mantienen bajo cultivo en condiciones de invernadero.

Se utilizaron pétalos en fresco para la determinacion del color y para la determinacion
del contenido de antocianinas, las flores fueron pulverizadas en fresco con nitrégeno

liquido y almacenadas a -70° C en tubos Eppendorf.
Determinacion del color

Se determind la coloracion de las flores de L. speciosa mediante colorimetria tri-
estimulo, utilizando la escala de color CIELAB (L*a*b*) donde L* define la claridad; a*
denota el valor rojo/verde en un eje de izquierda a derecha donde +a* se acerca al
rojo y —a* al verde; b* denota el valor amarillo/azul en un eje perpendicular en el que
+b* se acerca al amarillo y —b* al azul. De lo anterior se deriva la escala CIELCH donde
L* define la claridad, C especifica el croma (o saturacién) y la h° (grados hue o matiz)
denota el &ngulo en una medicion polar. La obtencion e interpretacion de C y h° se
basa en funciones trigonométricas (Hunter, 1942), donde:
C = (azx b2)1/2

aTan(b/a)

Theta = 1—=837

(360)

Sia> 0y b>=0entonces h° = Theta
Sia <0y b>=0entonces h®= 180 + Theta
Sia<0yb < 0entonces h° =180 + Theta

Sia>0yb < 0entonces h° =360 + Theta
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En un circulo cromatico dividido en 360°, el rojo-purpura se localiza a la extrema
derecha a un angulo de 0°, el amarillo a los 90°, cian-verde a los 180° y el azul a los
270° (McGuire, 1992).

Las mediciones fueron realizadas en un colorimetro ColorFlex de HunterLab (Daylight
color, D65/10°, L*a*b*), del Laboratorio de Biotecnologia Alimentaria de la Facultad de

Quimico Farmacobiologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Cuantificacion de antocianinas totales

El contenido de antocianinas fue determinado por el método de Fuleki y Francis
(1968), que cuantifica antocianinas totales con equivalente a cianidina, mediante
analisis espectrofotométrico. Las antocianinas se extrajeron con metanol/HCl 37%
(99:1v/v), adicionando 1 mL por cada 0.1 g de tejido de las flores de la especie tipo y
las tres variedades (n=3) en tubos Eppendorf de 2 mL, cubiertos con papel aluminio
para evitar el paso de la luz. Los tubos con las muestras fueron sometidos a agitacion
severa en vortex por 1 min y posteriormente se centrifugaron por 10 min a 10,000 rpm,
decantando el sobrenadante. A la pastilla se le adicioné otro volumen de 1 mL de
metanol/HCIl 37% (99:1v/v), repitiendo la extraccidbn en vortex y centrifugacion,
obteniendo el sobrenadante. Ambos sobrenadantes se unieron para obtener 2 mL de

extracto con antocianinas.

La absorbancia de cada muestra se determiné a 535nm (A), absorbancia maxima de
la cianidina, a partir de ésta se calculd la concentracion de antocianinas totales
expresado en equivalentes de cianidina (mg/mL de extracto), mediante la siguiente

formula:

(Absorbancia maxima en nm)(PM g/L)(f)
€

mg/mL =

Dénde: € es el coeficiente de extincion molar de cianidina (32000), en una celda de
cuarzo de 1cm de longitud, de un gramo de un compuesto con un peso molecular (PM)

de 287.24, diluido en 2 mL de solvente (f) (Fuleki y Francis, 1968).
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Por lo tanto el calculo se realiz6 mediante esta ecuacion:

(Absorbancia a 535nm)(287.24 g/L)(2)
32000

mg/mL =

Cada uno de los extractos fue analizado por espectrofotometria en un rango de
ultravioleta visible (UV-Vis, 200 — 800 nm), en un espectrofotometro modelo UV-Vis
VELAB-VE51000UV, empleando celdas de cuarzo de 1cm de paso oOptico, utilizando
como blanco el respectivo disolvente de extraccion [metanol/HCI 37% (99:1v/v)] y 10

pg/mL de cianidina como solucién estandar.

Analisis estadistico

Se llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey-Kramer para
determinar la media de los cuadrados (R?), la probabilidad (F) y las diferencias

significativas. Estos se realizaron con el programa XLSTAT 2016.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determind el color de las flores de L. speciosa en la especie tipo que presentd una
luminosidad (L) 38.41, matiz de 313.35°h y una saturacion (C) de 30.99, valores que
indican la tonalidad rosa fuerte de la flor, que al compararse con las flores de las otras

variedades, éstos fueron determinantes para diferenciar el color entre ellas.

En la variedad albescens se presenté una luminosidad mayor (L=56.79) y una menor
saturacién de color (C=4.18), manteniéndose el matiz (313.23°h), expresando el color
rosa palido de estas flores. En la variedad rubra, de flores purpuras, la L es de 32.79
Y No se observa gran variacion en el matiz (315.39°h), sin embargo, el color mas fuerte
fue determinado por el valor del croma, ya que éste aument6 hasta 37.70. Las flores

de la variedad alba, mostraron los parametros de color representativos del color
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blanco, presentando una mayor luminosidad (59.4), un matiz inferior (117.14°h) y un

croma muy bajo (2.96), comparados con las flores de la especie tipo (Figura 8).

L:59.4a
C:2.96 ¢
°h:117.14 b

Figura 8.
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Colorimetria de las flores de la especie tipo de Laelia speciosa y de sus

variedades alba, albescens y rubra (N=3). Para L; F=<0.0031, R?=0.807.
Para °h; F=<0.0001, R?=0.999. Para C; F=<0.0001, R?=0.984; Tukey-

Kramer, letras diferentes muestran diferencias significativas.

Estos resultados de colorimetria de las flores de L. speciosa demuestran las

diferencias en la coloracion entre la especie tipo y las variedades albescens y rubra,

en las cuales la saturacion incrementa conforme la pigmentacion de la variedad

aumenta de intensidad, que las ubica en el rango del color que se ha observado en

las flores pigmentadas debido a la presencia de antocianinas. Los parametros

encontrados en la variedad alba demuestran una ausencia de pigmentos cianicos, su

ubicacion en el circulo cromatico es en el rango del verde, debido posiblemente a otros

pigmentos como la clorofila (Lee, 2007; Vignolini et al., 2012).
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Con la determinacién del contenido de antocianinas en las flores de la especie tipo de
L. speciosa y sus tres variedades, se observo una relacion directa entre el color de las
flores y la concentracion de antocianinas. En la especie tipo, las flores presentaron un
contenido de 131.65 ug/g de antocianinas, encontrando un contenido de 1.85 veces
mas en las flores de la variedad rubra (243.68 ug/g) y 4.47 veces menos en las flores
de la variedad albescens (29.44 pg/g). Las flores de la variedad alba presentaron el
contenido mas bajo de antocianinas (2.64 pg/g), un valor 49.86 veces inferior al
observado por la especie tipo. En la figura 9 se muestra el contenido de antocianinas
de las flores de L. speciosa, de la especie tipo y de las variedades alba, albescens y

rubra.
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Figura 9. Contenido de antocianinas en flores de la especie tipo de L. speciosa y
las variedades alba, albescens y rubra, expresado como equivalentes a
cianidina (N=3). F=<0.0001, R?=0.995, Tukey-Kramer, letras diferentes
muestran diferencias significativas.
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Los valores del contenido de antocianinas en las flores de L. speciosa estan dentro
del intervalo de lo reportado para flores de tonos rosados, el que puede variar desde
10 a 1000 pg/g. En flores blancas de Rosa x hybrida se ha detectado hasta 4 pg/g de

antocianinas (Schmitzer et al., 2010).

Estos resultados corroboran que la variacion del color en las flores de L. speciosa es
debido al contenido de antocianinas, principalmente a la presencia de cianidina, lo que
pudo demostrarse con un analisis espectrofotométrico, obteniendo la maxima
absorbancia de cianidina a 535nm, en el rango de luz visible (400-750nm). Este valor
méaximo de absorbancia fue observado para la especie tipo y la variedad rubra, valor
reportada para este tipo de antocianina (Ortega y Guerra, 2006). En las flores de la
variedad albescens, la absorbancia mayor fue a 525nm, mostrando una menor
presencia de cianidina y mayor contenido de cianidin-glucésido, no se detect6 la
presencia de cianidina y otros pigmentos en las flores de la variedad alba (Figura 10).
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Figura 10. Espectros (400-800 nm) de los extractos de flores de la especie tipo de
L. speciosa, las de las variedades alba, albescens, rubra y de cianidina.
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Las cianidinas presentan diferentes rangos de absorcion en el espectrofotometro
debido a la posicion de los grupos hidroxilo en los anillos arométicos, al nimero de
azucares y de cuales son a los que se encuentra unida, asi como al solvente en el que
se encuentren disueltas, por ejemplo en un solvente de metanol-HCI, la cianidina
presenta una absorbancia de 535nm, la cianidina 3-glucésido de 525nm y la cianidina
3,5-diglucésido de 522nm (Ortega y Guerra, 2006).

CONCLUSION

Los pardametros de color y el contenido de antocianinas en las flores de la especie tipo
de L. speciosa y en sus tres variedades, demuestran las diferencias del color entre

ellas y la relacion directa con la presencia de antocianinas.
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7.2. Contenido de acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas en
cuatro estadios de floracion en la especie tipo de Laelia
speciosay las variedades alba, albescens y rubra.

RESUMEN

En esta investigacion se determind la actividad de fenilalanina amonio liasa (PAL) y el
contenido de &cidos fendlicos, flavonoides y antocianinas en cuatro estadios del
desarrollo de la flores de la especie tipo de L. speciosa y de las tres variedades
naturales alba (flores blancas), albescens (flores rosa palido) y rubra (flores purpura).
En general se observo una mayor actividad de PAL en los dos primeros estadios de
desarrollo de cada variedad y la especie tipo, disminuyendo hasta casi desaparecer
en el ultimo estadio, que corresponde a flor abierta (estadio V). La mayor actividad se
detect6 en el estadio | de la variedad alba y la menor actividad en el estadio IV de la
variedad albescens, con 0.286 u 0.117 U PAL/mg de proteina por hora,
respectivamente. La relacion indica mayor actividad de PAL en flores acianicas (alba
y albescens) que cianicas (especie tipo y variedad rubra). El contenido de &cidos
fendlicos totales mostré una variacion dependiente de cada estadio de floracion y de
cada una de las variedades y la especie tipo. En cada una las variedades y la especie
tipo de L. speciosa, el contenido de acidos fendlicos fue mayor en el estadio I. En la
especie alba se obtuvo un contenido de 0.354 umoles/g de peso fresco, seguidos de
la variedad albescens, especie tipo y variedad rubra con 0.268, 0.192 y 0.194
pmoles/g de peso fresco, respectivamente. En el estadio IV, el contenido fue similar
(de 0.268 a 0.079 umoles/g de tejido fresco). No se observé una fuerte variacion en el
contenido de flavonoides en los primeros estadios de la especie tipo y en las tres
variedades, sin embargo, el mayor contenido se presento en estadio Ill. La produccién
de antocianinas fue mas alta en las flores cianicas de L. speciosa, observando una
relacion directa del desarrollo de la flor y el color. Estos resultados se relacionan con
la acumulacién de las antocianinas y el color, demostrando que en estadios tempranos
del desarrollo de la flor, cuando el color aun no se define, el contenido de antocianinas
es menor; y cuando las flores estan definidas, el contenido de éstas es mayor. Los
resultados demuestran que la variacion de las flores en las tres variedades y la especie
tipo de L. speciosa, se debe a la acumulacion de antocianinas (estadio IV), con una
previa sintesis de flavonoides (estadio Ill) y acidos fendlicos (estadios | y II), asi como
con la actividad de la PAL en las etapas tempranas de la formacion de las flores.

Palabras clave: Color, Fenoles, Flores, L. speciosa, actividad de PAL.
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ABSTRACT

In this research was determined the activity of phenylalanine ammonia lyase (PAL)
and the content of phenolic acids, flavonoids and anthocyanins in four stages of the
development of the flowers of the species type of L. speciosa and their natural varieties
alba (white flowers), albescens (pink flowers) and rubra (purple flowers). In general
was observed a greater activity of PAL in the stage | and Il of each variety and the
species type, decreasing to almost disappear in the last stage that corresponds to
flower open (stage V). The increased activity was detected in stage | of the alba variety
and lower activity in stage IV of the variety albescens, with 0.286 and 0.117 U PAL/mg
protein per hour, respectively. The ratio indicates higher activity of PAL in acianicas
flowers (alba and albescens) to cyan (species type and rubra). The relationship
indicates higher activity of PAL in acyanic flowers (alba and albescens) to cyanic
(species type and variety rubra). The contents of total phenolic acids showed a
dependent variation of each stage of flowering and each of the varieties and the type
species. In each the varieties and the type species of L. speciosa, phenolic acids
content was higher in stage I. The alba variety showed a content of 0.354 umol/g galic
acid equivalent of fresh weight, followed by the variety albescens, species type and
variety rubra with 0.268, 0.192 and 0.194 umol/g galic acid equivalent of fresh weight,
respectively. In the stage IV, the content was similar (of 0.268 to 0.079 umol/g galic
acid equivalent of fresh weight). A strong variation in the content of flavonoids not was
observed in the first stages of the species type and in their three varieties, however,
the greater content is presented in stage Ill. The production of anthocyanins was higher
in the cyanic flowers of L. speciosa, noting a direct relationship of the development of
the flower and color. These results are related to the accumulation of anthocyanins
and color, showing that in the early stages of the development of the flower, when color
is not yet defined, the content of anthocyanins is lower; and when the flowers are
defined, the content of these is higher. The results show that variation in flowers in the
three varieties and the type species of L. speciosa, is due to the accumulation of
anthocyanins (stage 1V), with a preliminary synthesis of flavonoids (stage IllI) and
phenolic acids (stages | and 1), as well as the activity of the PAL in the early stages of
the formation of flowers.

Keywords: Color, phenols, flowers, L. speciosa, PAL activity.
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INTRODUCCION

Las antocianinas pertenecen al complejo grupo de los compuestos fenélicos solubles
en agua y confieren a frutos, flores y hojas los colores azul, rojo y violeta, se sintetizan
a partir de los precursores fenilalanina y acetato, por medio de la ruta fenilpropanoides,
misma que es regulada a nivel génico y esta altamente influenciada por factores
ambientales (Kong et al., 2003; Zhang et al., 2004). Las antocianinas se sintetizan en
determinados tejidos y Unicamente durante determinadas etapas de vida de la planta,
las cuales han sido objeto de investigacién genética y bioquimica, cuyos resultados
han permitido conocer la ruta de biosintesis de los flavonoides, misma que da
informacion acerca de las reacciones involucradas y sobre algunos genes que son
altamente expresados en los diferentes estadios de la formacion de flores y frutos,

cuando ocurre el desarrollo del color (Boss et al., 1996).

La acumulacion visible de estos compuestos usualmente refleja la actividad de las
enzimas involucradas en la ruta biosintética (Jaakola et al., 2002). Estudios de
diferentes especies, como arabidopsis (Arabidopsis thaliana), maiz (Zea mays),
petunia (Petunia hybrida), tabaco (Nicotiana tabaco) y vid (Vitis vinifera), han llevado
a dilucidar las rutas de la expresion de genes que codifican a las enzimas (Downey et
al., 2003; Achnine et al., 2004).

Zhang (2004), menciona que la sintesis de estos pigmentos comienza con la
conversién de los precursores fenilalanina y acetato, iniciando con la produccion de
acidos fendlicos, que son convertidos a los flavonoides basicos como las chalconas,
naringenina, quercetina y kaempferol, entre otros (Wesche, 1999), a partir de lo que
se dirige el flujo de carbono a la sintesis de las antocianinas como la cianidina,
delfinidina y peonidina (Camire, 2002). Esta etapa es de gran importancia, ya que los
diferentes patrones de hidroxilacién que se distinguen en las antocianinas generan los
colores caracteristicos que van desde rojo hasta purpura (Eder, 1996). La expresion

de los cinco genes que codifican para las enzimas PAL, CHS, F3H, DFR Y ANS se
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producen en dos fases: en la floracion (temprana) y al final de la floracion (Boss et al.,
1996).

Durante el desarrollo de las flores se han reportado cambios en la expresion de dichos
genes, con una relacion directa en la sintesis de diversos &cidos fendlicos, flavonoides
y antocianinas. En flores de Jamaica (Hybiscus sabdariffa), el color esta asociado al
contenido y tipo de fenoles. Los calices oscuros tienen mas antocianinas que los
calices claros, pero los blancos o verdes carecen de éstos y de flavonoides (Christian
y Jackson, 2009) o estan en cantidades minimas (Salinas-Moreno et al., 2012). Una
relacion similar ha sido reportada en diversas flores como las de Campanula isophylla
(Justesen et al., 1997), de Rosa x hybrida (Schmitzer et al., 2009) y de céartamo
(Carthamus tinctorius) (Nidhal et al., 2011)

En el capitulo anterior (7.1) se describié una relacion directa entre el contenido de
antocianinas y el color de las flores de Laelia speciosa en el estadio IV (etapa final de
la floracién), sin embargo se desconoce esta relacion en los diferentes estadios de
floracion (1, 11 y Ill), asi como con la produccion de acidos fendlicos y flavonoides. Es
por ello, que en la presente investigacion se determind el contenido de acidos
fendlicos, flavonoides y antocianinas en cuatro estadios del desarrollo de la flores de
la especie tipo de L. speciosa y de las tres variedades naturales alba (flores blancas),
albescens (flores rosa pélido) y rubra (flores parpura).

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizaron flores de la especie tipo de L. speciosa y de las variedades alba,
albescens y rubra, de cuatro estadios de desarrollo: Estadio |, Boton floral de 10mm
(2 semanas); Estadio I, Boton floral de 35mm (3 semanas); Estadio Ill, Botdn floral de
75mm (4 semanas); y Estadio IV, Flor abierta (6 semanas) (Figura 11). Los botones y

flores fueron obtenidos de plantas de una coleccion particular (CAFISMO SPR de RL),
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donde se mantienen cultivo bajo condiciones de invernadero. Fueron pulverizados en

fresco con nitrégeno liquido y almacenados a -70° C.

Figura 11. Estadios de desarrollo en estudio de las flores de Laelia speciosa: |,
Botdn floral de 10mm de 2 semanas de edad; Il, Boton floral de 35mm
de 3 semanas; lll, Boton floral de 75mm de 4 semanas; |V, Flor abierta
de 6 semanas.

Cuantificacion de antocianinas totales

El contenido de antocianinas fue determinado por el método de Fuleki y Francis
(1968), que cuantifica antocianinas totales con equivalente a cianidina, mediante
analisis espectrofotométrico. Las antocianinas se extrajeron con metanol/HCl 37%
(99:1v/v), adicionando 1 mL por cada 0.1 g de tejido de cuatro estadios de desarrollo
de las flores de la especie tipo y las tres variedades (n=3) en tubos Eppendorf de 2
mL, cubiertos con papel aluminio para evitar el paso de la luz. Los tubos con las
muestras fueron sometidos a agitacion severa en vortex por 1 min y posteriormente

se centrifugaron por 10 min a 10,000 rpm, decantando el sobrenadante. A la pastilla
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se le adicion6 otro volumen de 1 mL de metanol/HCI 37% (99:1v/v), repitiendo la
extraccion en vortex y centrifugacion, obteniendo el sobrenadante. Ambos
sobrenadantes se unieron para obtener 2 mL de extracto con antocianinas. Estos
extractos también fueron utilizados para la determinaciéon de fenoles totales y

flavonoides.

La absorbancia de cada muestra se determiné a 535nm (A), absorbancia maxima de
la cianidina, a partir de ésta se calculé la concentracidbn de antocianinas totales
expresado en equivalentes de cianidina (mg/mL de extracto), mediante la siguiente
férmula:

(Absorbancia maxima en nm) (PM g/L) (f)
€

mg/mL =

Donde: € es el coeficiente de extincion molar de cianidina (32000), en una celda de
cuarzo de 1cm de longitud, de un gramo de un compuesto con un peso molecular (PM)
de 287.24, diluido en 2 mL de solvente (f) (Fuleki y Francis, 1968).

Por lo tanto el calculo se realiz6 mediante esta ecuacion:

(Absorbancia a 535nm) (287.24 g/L) (2)
32000

mg/mL =

Cada uno de los extractos fue analizado por espectrofotometria en un rango de
ultravioleta visible (UV-Vis, 200 — 800 nm), en un espectrofotdometro modelo UV-Vis
VELAB-VE51000UV, empleando celdas de cuarzo de 1cm de paso oOptico, utilizando
como blanco el respectivo disolvente de extraccion [metanol/HCI 37% (99:1v/v)] y 10

pug/mL de cianidina como solucion estandar.
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Determinacién de fenoles totales mediante la técnica Folin-Ciocalteu

Los compuestos fenodlicos de los extractos antes obtenidos fueron medidos
colorimétricamente con el reactivo de Folin-Ciocalteu usando acido galico analitico
como estandar a 725 nm en un espectrofotometro UV-Vis VELAB-VE51000UV. La
curva de calibracion fue preparada usando concentraciones del estandar entre 0y 2
pumoles, expresando el total de fenoles en equivalentes de pmoles de acido gélico por
gramo de peso fresco (Schwarz, 2001). La curva de calibracién mostré una linearidad
Optima para la cuantificacion de fenoles totales, presentando un coeficiente de
regresion de 0.9952 (Figura 12).
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Figura 12. Curva de calibracion para fenoles totales equivalentes a acido galico
(umoles Ac. Galico/g peso fresco).
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A 100 pL de cada uno de los extractos de 4 estadios de las flores de la especie tipo y
las tres variedades se le afiadieron y 750 uL de solucién Folin-Ciocalteu preparada
1:10 con agua bidestilada estéril. Cada tubo de ensayo se sometio a agitacion severa
en vortex durante 5 minutos. Posteriormente a cada tubo se le agregaron 750 uL de
una solucion acuosa de Na2COs (6%), mezclando nuevamente y dejando reposar
durante 60 min a temperatura ambiente y en obscuridad, para luego obtener las
medidas de absorbancia a 725nm en un espectrofotometro UV-Vis VELAB-
VE51000UV. Los valores equivalentes a pmoles de acido galico/g peso fresco de

cada muestra fueron obtenidos con la ecuacion de la recta de la curva de linearidad:

y = (8.6465x) — 0.0787

_y—0.0787
X = T 86465

Donde:
y = absorbancia obtenida

x = umoles de &cido galico/g peso fresco

Determinacion de la concentracién de flavonoides mediante la técnica
colorimétrica de cloruro de aluminio (AIClz3)

El contenido de flavonoides se determiné a través de un ensayo colorimétrico
propuesto por Kim (2003). Utilizando como estandar una solucion de quercetina. Los
resultados fueron expresados en pmoles quercetina/g peso fresco. La cuantificacion
se obtuvo mediante una curva de calibracion de quercetina con un rango de 0.1 a 1
umoles. Mediante el analisis de regresion lineal de las concentraciones de la solucion
estandar de quercetina, empleados para el trazado de la curva de la calibracion, se
observa linearidad cercana a 1 (R? = 0.9995) (Figura 13).
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Figura 13. Curva de calibracién para flavonoides equivalentes a quercetina (umoles
Quercetina/g peso fresco).

A 100 pL de cada uno de los extractos de 4 estadios de las flores de la especie tipo y
las tres variedades se le afiadieron 490 L de MeOH, se someti6 a agitacién en vortex
y posteriormente se agregaron 1 mL de MeOH, 100 pL de AICIz (10%) y 100 pL de
CH302K (1 M). Se sometieron a agitacion severa en vortex y se dejaron reposar 30
minutos en obscuridad. Las mediciones se realizaron a 415 nm en un
espectrofotometro UV-Vis VELAB-VE51000UV.

Los valores equivalentes a pmoles de quercetina/g peso fresco de cada muestra

fueron obtenidos con la ecuacién de la recta de la curva de linearidad:
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y = (0.016x) — 0.0114

_y+0.0114
*= 70016

Donde:
y = absorbancia obtenida

X = umoles de quercetina/g peso fresco

Determinacién de la actividad enziméatica de Fenilalanina Amonio Liasa

La actividad de PAL (EC 4.3.1.5) fue determinada de acuerdo a la metodologia
descrita por Martinez-Téllez y Lafuente (1997). Para esto, se tomaron 100 mg de tejido
de cuatro estadios de las flores de la especie tipo y las tres variedades y se adicionaron
100 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) y se pulveriza en nitrogeno liquido en un
mortero estéril. Inmediatamente después se adicionaron 5 mL de buffer borato de
sodio (60 mM) a pH 8.5y 10 uL de p-mercaptoetanol (0.01 M). La solucidn se sometid
a agitacion intensa en vortex durante 5 min (la solucion siempre se mantuvo fria).
Posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm por 20 min a 4°C y se recupero el
sobrenadante donde se encuentra suspendida la enzima. Se filtr6 con membrana 0.45

pum y se almacenaron a 4°C hasta su uso.

De cada extracto se tomaron dos alicuotas de 1 mL y se colocaron en tubos diferentes.
Al tubo 1 se adicionaron 100 pL de fenilalanina (100mM), al tubo 2 se adicionaron 100
uL de agua destilada. Se midi6 la absorbancia inicial a 290 nm en un
espectrofotometro  UV-Vis VELAB-VE51000UV. Posteriormente los tubos se
colocaron en bafio de agua a 40°C durante 60 minutos después de los cual fueron
enfriados rapidamente y se midié la absorbancia a 290 nm. Los resultados de las
absorbancias obtenidas de ambos tubos fueron interpretados con las siguientes

formulas:
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1 U PAL = (Abs final) — (Abs inicial)
Donde:

Abs final = (Absorbancia de tubo 1 al final de la reaccidn) — (Absorbancia de tubo 1 al
inicio de la reaccién)

Abs inicial = (Absorbancia de tubo 2 al final de la reaccién) — (Absorbancia de tubo 2
al inicio de la reaccion)

El valor obtenido de la actividad de la enzima se expresa en la cantidad de enzima
que produce 1umol de &cido cindmico en una hora.

La actividad especifica de la PAL se reporta como 1 unidad de PAL/miligramo de

proteina por hora (1U de PAL/mg por h).

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad de PAL

La actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) vari6 entre los estadios de
floracién de cada variedad y la especie tipo de L. speciosa y entre las variedades. En
la variedad alba, su mayor actividad se presenté en el estadio | con 0.286 U PAL/mg
de proteina por hora, mientras que en los estadios Il y IV mostré una actividad seis
veces menor (0.047 y 0.045 U PAL/mg de proteina por hora respectivamente) y tres
veces menos en el estadio Ill; en los estadios | y Il de la variedad albescens se
presentd una actividad constante (0.101 y 0.117 U PAL/mg de proteina por hora
respectivamente) para disminuir en el estadio 11l (0.069 U PAL/mg de proteina por
hora) y en el estadio IV hasta seis veces menos (0.018 U PAL/mg de proteina por
hora) que en su punto maximo en el estadio II; en la especie tipo la maxima actividad
se presento en el estadio | con 0.181 U PAL/mg de proteina por hora y disminuye en
los estadios 1l y 11l (0.106 y 0.054 U PAL/mg de proteina por hora respectivamente)
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hasta llegar a cero en el estadio 1V; en la variedad rubra la maxima actividad de PAL

se observé en el estadio Il con 0.164 U PAL/mg de proteina por hora, casi dos veces

mas que en el estadio | (0.088 U PAL/mg de proteina por hora), disminuyendo después
a 0.004 en el estadio lll y a 0.002 en el estadio IV (Figura 14).
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Actividad de Fenilalanina amonio liasa en cuatro estadios de las flores
de la especie tipo de L. speciosa y las variedades alba, albescens y
rubra, expresado en U de PAL por mg de proteina por hora de peso
(N=3). Para la variedad alba F=0.279, R?=0.365; para la albescens
F=0.004, R?=0.795; para la tipo F=0.673, R=0.167; para la rubra
F=0.186, R2=0.434; Tukey-Kramer, letras diferentes muestran
diferencias significativas.
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En general se observa que la mayor actividad de PAL se presenta en los dos primeros
estadios de desarrollo y disminuye hasta casi desaparecer en el Ultimo estadio. Su
mayor actividad de detecto en el estadio | de la variedad alba y la menor actividad en
el estadio IV de la variedad albescens. Se ha reportado que la actividad de PAL
durante el desarrollo de flores, generalmente se presenta en los primeros estadios,
disminuyendo en relacion al desarrollo de la flor. En Hibiscus mutablis, la actividad de
PAL disminuye en relacién a la maduracion o senescencia de sus flores (Amrhein y
Gert, 1989); Dong et al. (1998) reportaron en manzana (Malus domestica Borkh.) una
relacion directa entre el desarrollo de sus flores con la actividad de PAL, la que
permanecio constante hasta un estadio Ill, que corresponde a boton floral previo la

apertura de éste para la floracion completa, posteriormente disminuyo.

En general, una alta actividad de PAL se produce en estadios tempranos para producir
primeramente acidos fendlicos, los que no necesariamente son precursores de
flavonoides y antocianinas, es por ello que esta actividad puede darse aun en flores
acianicas. En flores cianicas, primeramente se acumulan &cidos fendlicos y
flavonoides para después en estadios tardios de la floracion, llevar a la sintesis de

antocianidinas y antocianinas (Narbona et al., 2014).

Acidos fendlicos totales

El contenido de &cidos fendlicos totales mostré una variacion dependiente de cada
estadio de floracién y de cada una de las variedades y la especie tipo. Un mayor
contenido de éstos se observé en el estadio | de la variedad alba con 0.354 umoles/g
de peso fresco, seguidos de los estadios | de la variedad albescens, especie tipo y

variedad rubra con 0.268, 0.192 y 0.194 pmoles/g de peso fresco (Figura 15).

En cada una las variedades y la especie tipo de L. speciosa, el contenido de acidos
fendlicos disminuy6 en el estadio IV, con valores muy similares que van de 0.268 a
0.079 umoles/g de tejido fresco en el estadio IV. En los estadios | y Il de la especie

tipo la concentracion de fenoles totales es de 0.192 y 0.179 umoles/g de tejido fresco
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respectivamente, dos veces mas que en los estadios Il y IV (0.094 y 0.085 umoles/g

de tejido fresco). En la variedad rubra se observan 0.194 pymoles/g de tejido fresco en

el estadio | para disminuir en los estadios Il (0.170 pmoles/qg) y Il (0.110 pmoles/qg)

hasta llegar a 2.5 veces menos que en el estadio | (Figura 15).

El contenido de acidos fendlicos se relaciona directamente con la actividad de PAL

observada durante el desarrollo de las flores de L. speciosa, ya que en los estadios

con una alta actividad de PAL, hay un mayor contenido de acidos fendlicos. Este

resultado concuerda con lo reportado por Narbona et al. (2014), que describen primero

la sintesis y acumulacion de acidos fendlicos en estadios tempranos de la floracion,

con una alta actividad de PAL.
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Contenido de fenoles totales en cuatro estadios de las flores de la
especie tipo de L. speciosa y las variedades alba, albescens y rubra,
equivalentes a pmoles de &cido galico/g de peso (N=3). F=<0.0001,
R?=0.985, Tukey-Kramer, letras diferentes muestran diferencias
significativas.
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Contenido de flavonoides

En cuanto al contenido de flavonoides en los diferentes estadios de desarrollo de las
flores de Laelia speciosa, no se observo una fuerte variacion en los primeros estadios
de las variedades alba y albescens, pero si una alta disminucion en el estadio IV. En
la variedad alba se obtuvo 11.8 pmoles/g de peso fresco equivalentes a quercetina en
el estadio | y solamente 4.5 pmoles/g de peso fresco en el estadio IV. El contenido en
la especie tipo fue similar entre los diferentes estadios con 8.7 umoles/g de peso fresco
en el estadio | y 7.1 pmoles/g de peso fresco en el estadio IV. En la variedad rubra,
esta variacion fue similar con un contenido de 10.3 pmoles/g de peso fresco en el

estadio Il y 5.9 umoles/g de peso fresco en el estadio IV (Figura 16).
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Figura 16. Contenido de flavonoides en cuatro estadios de las flores de la especie
tipo de L. speciosay las variedades alba, albescens y rubra, equivalentes
a pmoles de quercetina/g de peso fresco (N=3). F=<0.0001, R?=0.972,
Tukey-Kramer, letras diferentes muestran diferencias significativas.
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En general se observa una mayor concentracion de flavonoides en la primera mitad

del desarrollo de la flor para disminuir a casi la mitad en el tltimo estadio.

Contenido de antocianinas

Con la cuantificacion de antocianinas totales durante el desarrollo de la flor de Laelia
speciosa, se observo de que el contenido de éstas en las variedades alba y albescens
fue bajo en comparacion al de la especie tipo y la variedad rubra; en las primeras, los
valores estuvieron en un intervalo de 0.6 pg/g a 29.44 pg/g de tejido fresco
equivalentes a cianidina. Sin embargo, el contenido de antocianinas fue mayor en los
estadios IV tanto de la especie tipo como la variedad rubra, con 131.65 ug/g y 243.68

pg/g de tejido fresco, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Contenido de antocianinas en cuatro estadios de las flores de la especie
tipo de L. speciosay las variedades alba, albescens y rubra, equivalentes
a Jg de cianidina/g de peso fresco (N=3). Para la variedad alba F=0.000,
R2=0.910; para la albescens F=0.002, R?=0.826; para la tipo F=<0.001,
R?=0.998; para la rubra F=<0.0001, R2=0.995; Tukey-Kramer, letras
diferentes muestran diferencias significativas.
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La produccién de antocianinas fue mas alta en las flores cianicas de L. speciosa,
observando que la concentracion aumenta paulatinamente con el desarrollo de la flor
y con la variedad del color. Estos resultados se relacionan con la acumulacion de las
antocianinas y el color, demostrando que en estadios tempranos del desarrollo de la
flor, cuando el color auin no se define, el contenido de antocianinas es menor; y cuando
las flores estan definidas, el contenido de éstas es mayor. Esto concuerda con los
reportado para flores de Jamaica (Hybiscus sabdariffa (Christian y Jackson, 2009;
Salinas-Moreno et al., 2012), de Campanula isophylla (Justesen et al., 1997), de
Rosa x hybrida (Schmitzer et al., 2009) y de cartamo (Carthamus tinctorius) (Nidhal et
al., 2011).

Con estos resultados se evidencia que la variacion de las flores en las tres variedades
y la especie tipo de L. speciosa, se debe a la acumulacién de antocianinas (estadio
IV), con una previa sintesis de flavonoides (estadio Ill) y &cidos fendlicos (estadios | y
II), asi como con la actividad de la PAL en las etapas tempranas de la formacion de

las flores.

CONCLUSION

La actividad de PAL, el contenido de acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas, se
relaciona directamente con el color durante el desarrollo de la flores de L. speciosa y
entre la especie tipo de L. speciosa y las tres variedades naturales alba, albescens y

rubra.
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VIIl. CONCLUSIONES GENERALES

Los parametros de color y el contenido de antocianinas en las flores de la especie tipo
de L. speciosa y en sus tres variedades, demuestran las diferencias del color entre

ellas y la relacion directa con la presencia de antocianinas.

La actividad de PAL, el contenido de acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas, se
relaciona directamente con el color durante el desarrollo de la flores de L. speciosa y
entre la especie tipo de L. speciosa y las tres variedades naturales alba, albescens y
rubra.
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