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LAS ANTOCIANINAS DEL MAIZ: SU DISTRIBUCION EN LA PLANTA Y
PRODUCCION

Carmen Gabriela Mendoza Mendoza, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2012

El presente estudio tuvo como objetivo conocer la dinamica de acumulacion de
antocianinas en la planta de maiz y en cada uno de sus 6rganos en el periodo
comprendido entre 30 y 138 dias después de la siembra (dds); asi como valorar el
potencial de las poblaciones de maiz pigmentado para acumular antocianinas,
mediante la determinacion de la concentracion de antocianinas totales (AT) durante la
etapa reproductiva del cultivo. El estudio de la dindmica de acumulacion del pigmento
indicd que en el maiz existe un patréon de acumulacion de antocianinas bien definido
(tanto en la planta como en los 6rganos que la conforman); la acumulacién comenzo en
los entrenudos y laminas foliares maduras en sentido acrépeto; visualmente fue mas
abundante (coloracion morada intensa) a partir de 77 dds e inicié su declive a 98 dds
(la coloracién se torn6 opaca), aunque no en todos los érganos de la planta. La
secuencia de pigmentacion de los érganos fue: vainas foliares, laminas foliares, tallo,
espiga, jilotes inferiores, bracteas de la mazorca, pedunculo, olote y grano; en los que
el sentido de la acumulacién de antocianinas fue basipeto en unos y acropeto en otros.
El grado de pigmentacion que presentaron las poblaciones fue variable entre si e
inclusive, entre los érganos de la planta de una misma poblacion. Aunque a 98 dds se
inicié la degradacion de algunos 6rganos, la determinacion de AT mostrd que en los 20
dias comprendidos entre 98 y 118 dds la concentracion de AT aumentd y los 6rganos
qgue aportaron la mayor cantidad de AT fueron las bracteas y las vainas foliares, siendo
118 dds el momento en el que se obtuvieron los maximos rendimientos por unidad de
superficie, 48.7 kg ha™ en la poblaciéon completamente pigmentada, 40.5 kg ha™ en la
de planta pigmentada-grano no pigmentado y 2.0 kg ha™ en la de planta verde y grano
pigmentado. A 138 dds las antocianinas redujeron su concentracion en la planta en 60
y 65 %.

Palabras clave: Zea mays L., maiz pigmentado, antocianinas totales, dinamica de

acumulacion.



THE ANTHOCYANINS OF MAIZE: DISTRIBUTION IN THE PLANT AND POTENTIAL
OF PRODUCTION

Carmen Gabriela Mendoza Mendoza, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2012

The objective of this research was to study the dynamic of accumulation of
anthocyanins in the plant of maize and into each one of its organs during the period
between 30 and 138 days after sowing (das); also it was evaluated the potential of the
purple maize populations to accumulate anthocyanins by the quantification of total
anthocyanins content (TAC) at the reproductive phenological stage of the crop. The
study of the dynamic of accumulation showed that there is a well-defined pattern of
accumulation (both in the plant and in its organs); the accumulation started in the
mature internodes and leaves blades in acropetal direction; visually the accumulation of
anthocyanins was most abundant (intense purple coloration) from 77 das and began to
decline at 98 das (the color became dull), although this didn’t happen into all the organs
of the plant. The sequence in which the organs were pigmented was: leaves sheaths,
leaves blades, stalk, spike, young ears, husks of the cob, peduncle, corncob and grain;
the direction of accumulation of anthocyanins in the organs was basipetal in some of
them and in others it was acropetal. The degree of pigmentation that the populations of
purple maize exhibited was variable between them and even between the organs of the
same population. While at 98 das the degradation of some organs started, the
determination of TAC showed that in the 20 days between 98 and 118 das the
concentration of TAC increased and the organs that provided the largest amount of TAC
were the husks of the cob and the leaves sheaths; at 118 das the highest yields of TAC
per hectare were obtained, 48.7 kg ha* in the fully pigmented population, 40.5 kg ha™ in
the pigmented plant-non pigmented grain population and 2.0 kg ha™ in the non
pigmented plant-pigmented grain population. At 138 das the concentration of

anthocyanins in the plant was reduce in 60 and 65 %.

Key words: Zea mays L., purple corn, total anthocyanins, dynamic of accumulation.
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CAPITULO |
INTRODUCCION GENERAL

Las antocianinas (del griego Anthos: flor y kyanos: azul) son compuestos derivados del
metabolismo secundario de las plantas que pertenecen al grupo fitoquimico de los
fenoles y dentro de ellos se incluyen a los flavonoides, los cuales son responsables de
pigmentar de forma natural a los tejidos que los producen; en este grupo de metabolitos
secundarios, que se diferencian entre si por el grado de oxidacion que presentan en el
tercer anillo que los conforma, se encuentran las flavonas, los flavonoles, las

flavononas, las isoflavonas y las antocianinas (Giusti y Jing, 2008; Ming et al., 2003).

Después de la clorofila, probablemente las antocianinas son el grupo de pigmentos
visibles al ojo humano mas importante en las plantas, éstas pueden conferirle una
coloracion roja, violacea o azul a las hojas, las raices, las flores, los frutos, las semillas,
los tallos y en conjunto, practicamente a toda la planta, ubicandose principalmente en
las partes superficiales de sus oOrganos, aunque algunas veces también se les

encuentra internamente (Tanaka et al., 2008).

Como las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides, su estructura quimica
se conforma por un esqueleto que contiene quince carbonos (C6-C6-C3), ordenados en
dos anillos aromaticos (anillo A benzoil y anillo B hidroxicinamoil) unidos por un tercer
anillo que consta de tres carbonos y un oxigeno (C30) (Avalos y Pérez, 2009).
Especificamente, la estructura de las antocianinas la constituye el 2-fenilbenzopirilo,
también conocido como ion flavilio (consta de dos grupos aromaticos, un benzopirilo y
un anillo fendlico), en términos generales, se ha observado que las antocianinas estan
constituidas por dos o tres partes: una antocianidina o aglucon, una o varias moléculas
de carbohidratos (especialmente monosacaridos) unidas a esta unidad de aglucon
(usualmente ocurre en las posiciones 3’, algunas veces en las posiciones 3’y 5’ y
ocasionalmente en la 3’ y 7°) y posiblemente, un grupo acilado (como los grupos
hidroxilo (OH), metoxilo (O-CHs) o varios &acidos organicos); es decir, que las
antocianinas son glucésidos de las antocianidinas (Figura 1) (Castafieda et al., 2009;
Garzoén, 2008; Mercadante y Bobbio, 2008; Quintero, 2004).



Figura 1. Estructura quimica de las antocianinas

Ming et al. (2003) indican que existen 17 tipos de agliconas en la naturaleza, mientras
que Andersen y Jordheim (2006) identifican 23 grupos; sin embargo, s6lo 6 son
comunes en las plantas superiores, aunque son pocas las ocasiones en las que se les
encuentra aisladas en el material vegetal fresco, ya que generalmente se presentan en
forma glucosilada (Prior, 2004). Las variaciones estructurales que se presentan en el
anillo B, como el numero de grupos hidroxilo, la naturaleza y nimero de azUcares
ligados a la molécula, la posicion de éstos y la naturaleza y nimero de acidos alifaticos
0 aromaticos enlazados a los azlcares en la molécula, son las que dan origen a las
antocianidinas mas abundantes en la naturaleza, las cuales son pelargonidina,
peonidina, cianidina, malvidina, petunidina y delfinidina, que se encuentran en mas de

90 % de las antocianinas aisladas (Clifford, 2000).

Ya que cada aglicona puede estar glucosilada y acilada por diferentes azlcares y
acidos cinamicos y alifaticos, se ha reportado en diversos estudios que la combinacién
de las moléculas origina entre 400 y 539 antocianinas diferentes, de las cuales, segun
de Pascual y Sanchez (2008) 50 % se basa en cianidina, 12 % en pelargonidina, 12 %
en delfinidina, 7 % en petunidina y 7 % en malvidina; en cuanto a la asociacién con el
glucésido, los mas comunes son: 3-mondsidos, 3-bidsidos, 3,5-diglucésidos y 3,7-
diglucésidos. Los 3-glucésidos ocurren 2.5 veces mas que los 3,5-diglucosidos, por lo
tanto, la antocianina mas distribuida en la naturaleza es la cianidina 3-glucosido (Ming
et al., 2003).

Asi, se puede concluir que el tono y el matiz de los colores desplegados por las

antocianinas dependeran del niumero y orientacion de los grupos hidroxilo y metoxilo en



el ion flavilio. Quintero (2004) y Garzon (2008) indican que los incrementos en la
hidroxilacion producen desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que los
incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones rojas. Ademas de que la
estabilidad de las antocianinas depende de lo mencionado con anterioridad, existen
otros factores que pueden afectarla como el pH, la temperatura, la luz, la presencia de
iones metalicos y de oxigeno, la concentracion de azucares, la presencia de dioxido de

azufre (SO,), entre otros.

Davies (2009) indica que probablemente la biosintesis de compuestos fenélicos ha sido
la ruta metabdlica méas estudiada; en diversas fuentes (Raghvendra, 2011; Avalos y
Pérez, 2009; Garzon, 2008; Hernandez, 2003) se ha sefalado que estos compuestos
se forman a partir de dos rutas de biosintesis: la ruta del acido malonico (ocurre
principalmente en hongos, bacterias y en algunas plantas superiores) y la ruta del acido
shikimico (frecuente en las plantas superiores). En la ruta del acido shikimico se
convierten carbohidratos simples (por medio de diversas reacciones) que se derivaron
de la glucdlisis, en la ruta de las pentosas fosfato y del ciclo de Calvin, en acido
shikimico, el cual da origen a fenilalanina, triptéfano, tirosina, etc. Posteriormente, como
se muestra en la Figura 2, la fenilalanina sufre un proceso de desaminacion (es decir,
gue pierde un NHj3) inducido por la enzima fenilalanina amonioliasa (PAL); después de
este proceso, se adhieren hidroxilos y otros grupos sustituyentes a lo que quedo de la
molécula de fenilalanina, dando origen a diversos &acidos organicos como el cinamico,
p-cumarico, caféico, ferdlico, entre otros, que son precursores de los compuestos
fendlicos; en el caso especifico de la ruta de biosintesis de las antocianinas, se da
origen al acido p-cumarico, este acido, se adiciona la CoA-SH formando asi el p-
cumaril-CoA, que inmediatamente y en conjunto con la enzima chalcona sintasa
participa en una reaccién de condensacion con las tres moléculas de malonil-CoA para
formar una chalcona de 15 C. Este compuesto intermedio de 15 C es transformado en
una flavanona (naringenina) en una reaccion catalizada por una chalcona isomerasa.
Dicha flavonona puede dar origen a dihidroflavonoles, dihidroquercetinas,
leucoantocianidinas y antocianidinas, que son el resultado de una reaccion de

hidroxilacion en el carbono 3 seguida por una deshidratacion. Finalmente, la molécula

3



de antocianidina se estabiliza por glucosilacion del heterociclo: reaccion en la que
interviene una glicosil transferasa y posteriormente posibles reacciones de metilacion

de los hidroxilos.
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Figura 2. Ruta de biosintesis de las antocianinas

La comunidad cientifica internacional ha jugado un papel importante en el incremento y

aceptacion de las antocianinas y derivados de éstas al llevar a cabo estudios que



muestran su gran diversidad de funciones, las cuales van desde las mas basicas como
lo es su capacidad de actuar como atrayente de polinizadores, hasta funciones
especificas en el metabolismo de las plantas; inclusive, en las Ultimas décadas se han
desarrollado investigaciones enfocadas al estudio de sus propiedades bioactivas
(Mateus y Freitas, 2009; Mercadante y Bobbio, 2008).

También, las circunstancias actuales; es decir, la alta incidencia en los humanos de
enfermedades como las cardiovasculares, la diabetes y el céancer, aunado a la
necesidad de encontrar y fomentar el consumo de productos amigables con el
ambiente, que puedan ayudar a mitigar los efectos del cambio climatico y las nuevas
preferencias de los consumidores que buscan productos naturales y menos
procesados, son factores que han generado una importante ventana de oportunidad
para el uso de estos flavonoides. En la industria alimentaria, farmacéutica,
cosmetoldgica y textil, se ha encontrado que el uso de antocianinas tiene un alto
potencial, ya que pueden emplearse como fuente de colorantes naturales, como

alimentos funcionales y como productos nutracéuticos.

La tendencia en el incremento del uso de pigmentos naturales en la industria
alimentaria se debe a que se busca eliminar el uso de colorantes artificiales, ya que
éstos se han vuelto menos populares entre los consumidores, quienes al tener
conocimiento de que pueden inducir alergias o problemas digestivos, han optado por
demandar productos que tengan una coloracién natural, la cual asocian con efectos
promotores de la salud, mientras que en el caso de los aditivos sintéticos, se les

relaciona con problemas de intoxicacion (Mercadante y Bobbio, 2008).

Bridle y Timberlake (1997) indican que el color de los alimentos juega un papel muy
importante para el comprador, ya que como lo expuso Diehl (2008), el atractivo visual
es el factor mas significativo en la seleccion de los alimentos y en la apreciacion de su

calidad.

Bajo otro enfoque, la importancia del color de los alimentos retoma auge en el creciente

y competitivo mercado, que se ha visto forzado a buscar nuevos productos capaces de



atraer a mas consumidores, especialmente a las generaciones mas jovenes, para
guienes la apariencia novedosa de los productos es un factor crucial para el éxito
comercial de los alimentos. Los productos tales como las “bebidas divertidas” y lacteos
con colores inusuales y atractivos como el anaranjado y el azul parecen ser

interesantes para este sector.

Utilizar colorantes naturales en los alimentos no implica un sacrificio puesto que trae
consigo beneficios a esta industria, ya que en primera instancia estos colorantes son
seguros y efectivos (Giusti y Jing, 2008), ademas, se tiene evidencia de que los
pigmentos provenientes de fuentes naturales pueden desplegar un amplio intervalo de
colores, tienen una mayor capacidad de pigmentar que los colorantes sintéticos y en
muchas ocasiones, se utilizan para restaurar el color de los alimentos (Mateus y
Freitas, 2009), como conservadores (Diehl, 2008) o para proteger el sabor y las
vitaminas susceptibles a la luz'. Desde la perspectiva econémica, algunas de las
mejores fuentes comerciales de pigmentos son el subproducto de ciertos procesos
industriales que involucran otros productos de valor agregado y conjuntamente a su
consumo, se ha observado que actian como alimentos funcionales, por lo que la
evaluacion de los colores de la comida es un tema esencial en la tecnologia de

alimentos.

Dentro de los pigmentos naturales, las antocianinas por sus caracteristicas cromaticas
(colores brillantes que varian desde el rojo-anaranjado hasta el color azul), su
capacidad de disolverse en agua y su nula toxicidad, representan al sustituto ideal de
los colorantes rojos sintéticos. Asimismo, se ha sefialado que las antocianinas a partir
de pequefias cantidades tienen la capacidad de desplegar el color deseado, por
ejemplo, se requiere de 30 a 40 ppm para pigmentar un refresco y de 20 a 60 ppm para
las conservas de frutas (Castafieda et al., 2009; Brat et al., 2008); sin embargo, su uso
ha sido obstaculizado por su baja estabilidad, la cual es afectada por factores fisicos y
guimicos tales como la temperatura, el pH, la luz, el solvente y la estructura del

pigmento, al igual que los factores prevalecientes durante el procesamiento de los

1http://marketpublishers.com/report/industry/chemicals_petrochemicals/anthocyanin_528-58-5_market_research_report.htmI
Consultada: 2 Julio 2012
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alimentos y su almacenaje; aunque con los avances en el conocimiento de las
propiedades de las antocianinas se sabe que, en especial, las antocianinas aciladas,
como lo indican Teh y Francis (1998) son las mas adecuadas para utilizarse como
colorante de alimentos, pues conservan estable el color especialmente cuando hay
presencia de factores como la luz y el calor, y también se ha observado que son menos

susceptibles a los cambios en color a través de la actividad enzimatica.

Los productos en los que se emplean comercialmente las antocianinas como
colorantes se incluyen principalmente los refrescos, algunas bebidas alcohdlicas,
dulces, caramelos, gomas de mascar, productos de panaderia, reposteria y confiteria,
lacteos, mermeladas, jaleas, conservas de frutas, fruta enlatada o en almibar, jarabe de
frutas, conservas de pescado, grasas, aceites, sopas, en mezclas de polvo como
saborizantes para aderezar o para bebidas en polvo y en menor frecuencia, en
productos congelados como helados (Boo et al.,, 2012; He y Giusti, 2010; Wu et al.,
2006; Bridle y Timberlake, 1997).

El extracto de antocianinas que se ha utilizado por mas tiempo es la enocianina,
obtenida de la pulpa de uva roja; otras fuentes de pigmento son las frutillas y las
cerezas. También, diversos extractos vegetales han sido utilizados para restaurar el
color, incluyendo a la col roja (Dyrby et al., 2001), la papa morada (Terahara et al.,
1999), la pulpa de papa roja (Rodriguez et al., 1999), rdbano (Otsuki et al., 2002) y
zanahoria morada (Stintzing et al., 2002). Estos extractos vegetales han mostrado que
son ricos en antocianinas aciladas. Otros frutos menos comunes como el acai (Euterpe
oleraceae L.), han sido evaluados para emplearlos como pigmento en yoghurt (Coisson
et al., 2005), mientras otros subproductos potencialmente ricos en antocianinas como
las bracteas de la inflorescencia de platano u olotes de maiz son estudiados (Jing y
Giusti, 2005; Pazmifio et al., 2001). Cabe mencionar que el color azul es muy raro de
obtener de forma natural como resultado de un sélo pigmento. En la naturaleza, el color
azul puede ser el resultado de un complejo de antocianinas con metales o de la
copigmentacién (Saito et al. 1995); sin embargo, dentro del grupo de antocianinas, se

encuentran las portisinas que lo hacen de forma natural.



En la industria cosmetoldgica, el cambio de colorantes sintéticos hacia aquéllos de
origen natural, nuevamente se debe a la demanda del consumidor por productos
seguros para la piel (Wegener et al., 1987), inclusive, existe una nueva tendencia en
esta industria que esta creciendo rapidamente, en la que el objetivo es aprovechar los
componentes funcionales activos de los pigmentos, bajo un esquema denominado
cosmeceutica (cosmeceuticals), la cual representa una alianza entre los cosméticos y
la farmacéutica®. Asi, los cosméticos avanzados o cosmecéuticos, tienen un efecto
benéfico de algun medicamento o “farmaco”, y pertenecen a los productos que estan
ubicados entre los cosméticos y los medicamentos (Ota y Yokoyama, 2010) que son
aplicados topicamente y pueden mejorar la apariencia, ya que liberan nutrientes
necesarios para la salud del cutis; como ejemplos existen los productos aclaradores de
la piel, con efecto antiedad, antiacné, antioxidantes y promotores de crecimiento del
cabello (Raghvendra et al., 2011) cuyas fuentes naturales mas utilizadas son: tés, soya,
granada, datil, semillas de uva, pycnogenol, castafia de indias, manzanilla, carcuma y

aloe.

En el estudio realizado por Boo et al. (2012) se determiné la actividad antioxidante, el
contenido total de polifenoles y flavonoides y los efectos antimicrobianos de algunos
pigmentos, con la finalidad de determinar si éstos podian ser usados en los cosméticos;
los resultados indican que la papa dulce morada, la morera, las hojas de morera, la
cascara de uva y las gardenias azules mostraron actividades antimicrobianas altas;
sugiriendo que estas fuentes son excelentes materiales para la industria de los
cosmeéticos. En otra evaluacion, Chan et al. (2010) agregaron antocianinas extraidas de
papas dulces moradas a una crema cosmética para proveer proteccion adicional contra
la radiacién, extrajeron las antocianinas de la variedad TNG73 con etanol y agua
acidificados, teniendo una mejor captacion de radicales libres del extracto etandlico,
contenido total de fenoles mas alto y una reduccion mas fuerte que aquéllas extraidas
por agua acidificada. La crema cosmeética con 0.61 mg de antocianinas totales (en 100
g de crema) absorbié aproximadamente 46 % de la radiaciéon UV incidente. Aunque las

antocianinas absorbieron tanto a la radiacién UV-A como a la radiaciéon UV-B, fueron

*http://emedicine.medscape.com/article/1067778-overview Consultada: 2 Julio 2012
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particularmente efectivas contra los rayos UV-B; por lo tanto, se concluyo que el uso de

antocianinas en cremas mejora la capacidad de absorber la radiacion.

En la industria nutracéutica, que surgio de la interseccion de los sectores alimentario,
farmacéutico y agricola, como una necesidad de ofrecer a los consumidores de
farmacos una alternativa que no les generara efectos secundarios pero si que les diera
un tratamiento terapéutico o preventivo, las antocianinas y otros componentes activos
han sido estudiados y utilizados para brindarles una adecuada nutricién, la cual es
imprescindible para su salud fisica y mental e indispensable para su actividad diaria y
su productividad (Biruete et al., 2009).

Asi, puede entenderse que los productos nutracéuticos son cualquier alimento,
ingrediente de los alimentos o0 sustancia biologica extraida de fuentes naturales (sin
que se le realice algun tipo de manipulacion quimica) que, en virtud de sus propiedades
biologicas y ademas de su valor nutricional y sin sustituir la dieta diaria, aportan a quien
los consume beneficios para su salud, puesto que ejercen algun efecto fisioldgico
positivo, actian como medicamentos potenciales y pueden prescribirse como
coadyuvantes terapéuticos con fines preventivos o curativos; por lo tanto, se puede
decir que funcionan como un producto natural no elaborado y una sustancia quimica
xenofobica para el organismo. La novedad de estos alimentos estriba en el
conocimiento cientifico de las propiedades benéficas que poseen (Biruete et al., 2009;
Garzén, 2008).

Las antocianinas recientemente han atraido mas interés debido a sus posibles atributos
en la salud, tales como (Soto et al., 2012; He y Giusti, 2010; Giusti y Jing, 2008; Prior y
Wu, 2006; Ming et al., 2003; Clifford, 2000; Miyazawa et al., 1999): la reduccion de
enfermedades coronarias, reduccion del riesgo de padecer un infarto, actividad
anticarcindgena (previene el cancer, tiene efectos antitumorales), efecto vasoprotector,
efecto antiinflamatorio, prevencion de déficits de memoria, mejora del comportamiento
cognitivo (mejora de la memoria a corto plazo pero no la de largo plazo), funcién
antioxidante, funciones neuroprotectoras, efectos citoprotectores e inhibicion de dafio
isquémico cerebral, accién antimutagénica y quimicopreventiva que contribuye a la
9



reduccion de la incidencia de enfermedades cronicas y la prevencion de la obesidad y
la diabetes, , mejoramiento de la agudeza visual e inclusive, puede estimular la

produccion de insulina y enfrentar problemas de leucemia y linfomas.

Raghvendra et al. (2011) indican que al consumir extractos concentrados de frambuesa
negra se tienen 200 veces mas los beneficios que brinda la aspirina como
antiinflamatorio, pero sin los efectos secundarios. Tsuda et al. (2003) publicaron
resultados de los efectos del maiz morado en la prevencion de la obesidad y la mejora
de la resistencia a la insulina en ratones, los cuales fueron alimentados durante 12
semanas por: una dieta alta en cianidina-3-glucésido de maiz morado (MM), una dieta
alta en grasas (AG) o una mezcla de las dos (AG + MM); la dieta alta en antocianinas
de MM suprimié significativamente a los efectos de la dieta AG, que indujo un
incremento en la ganancia de peso y especialmente del peso del tejido adiposo, indujo
hiperglucemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia, la cual se normalizé en los ratones

alimentados con la dieta mixta AG + MM.

Miyazawa et al. (1999) indican que durante el paso del tracto digestivo al torrente
sanguineo en los mamiferos, las antocianinas permanecen intactas y ejercen efectos
terapéuticos conocidos, que incluyen la reduccién de las enfermedades coronarias,
efectos anticarcindgenico, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos; ademas de
la mejora de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo, todos estos efectos se
relacionan con la actividad antioxidante de las antocianinas. Estudios con fracciones de
antocianinas provenientes del vino han demostrado que éstas son efectivas en captar
especies reactivas del oxigeno. Estos resultados sugieren que las antocianinas dan la
explicacion a la conocida “Paradoja Francesa” que sugiere que el bajo riesgo de la
enfermedad coronaria en Francia se asocia con el alto consumo de vino tinto. De igual
manera, Wang y Jiao (2000) y Wang y Lin (2000) han demostrado que frutos ricos en
antocianinas evidencian una alta actividad antioxidante contra el peréxido de

hidrogeno, contra radicales peroxido, superéxido, hidroxilo y oxigeno singlete.

Hagiwara et al. (2002) demuestran que el suministro de papas moradas dulces y col
morada a ratas de laboratorio causa supresion de tumores. De igual manera, Koide et
10



al. (1997) reportan efectos antitumorales al usar extractos de soya roja que contiene
cianidina conjugada con glucosa y ramnosa. En cuanto a la actividad anticancerigena,
Kamei et al. (1998) sefalan la supresion de células cancerigenas HCT-15,
provenientes del colon humano y de células cancerigenas gastricas AGS, al suministrar
fracciones de antocianinas del vino tinto. Asi también, Tristan et al. (2005) realizaron
bioensayos que demuestran que los arandanos inhiben las etapas de iniciacion,
promocion y progresion de la carcinogénesis. De acuerdo con Tristan et al. (2008) las
antocianinas provenientes de cuatro especies de ardndanos silvestres muestran
propiedades hipoglicémicas. Tales frutos, con alto contenido de sustancias
fitoquimicas, han sido consumidos tradicionalmente por tribus norteamericanas para la

proteccion de enfermedades cronicas como la diabetes.

En 1987, Perossini et al. muestran que en estudios clinicos realizados en ltalia, 79 %
de los pacientes diabéticos consumidores de extracto de bayas rojas (60 mg, dos veces
al dia durante un mes) tuvieron alivio en los sintomas de retinopatia diabética.
Finalmente, el mejoramiento de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo como
resultado del consumo de antocianinas ha sido reportado por Ohgami et al. (2005)
guienes suministraron a ratas con deficiencia ocular, extractos de frutas ricas en
antocianinas, lo cual resulté en un efecto antiinflamatorio y en un aumento en su
agudeza visual. Shukitt et al. (2005) demostraron que el comportamiento cognitivo y las
funciones neuronales de ratas de laboratorio puede ser mejorado a través de la

suplementacién nutricional con extractos de arandano y fresas.

Prior y Wu (2006) indican que dada la baja biodisponibilidad de las antocianinas, la
dosis a ingerir debe ser alta (en un intervalo de 2 a 400 mg kg™ de peso corporal,
dependiendo de la especie, ellos evaluaron ratones, cerdos y humanos) para que se
pueda tener una respuesta favorable por el uso de estos pigmentos; sin embargo, un
incremento en la dosis, no necesariamente significa que habra un mayor absorcion de
antocianinas. En un estudio reciente en humanos, la maxima absorcion de antocianinas
fue a una dosis de 350 umol (0 menos) de antocianinas, tanto aciladas como no-

aciladas, sugiriendo que existe una saturacion del mecanismo de absorcion; por otro
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lado, se sefialé que la ingesta diaria de antocianinas ideal es equivalente a 100 mg
(Prior, 2004).

Anualmente en la naturaleza se producen 10° toneladas de antocianinas; no obstante,
aunque hay una gran disponibilidad de fuentes de extraccion, la uva es una de las
mejores, ya que sSus extractos son ricos en complejos antocianicos con otros
compuestos y por lo tanto, son mas estables a variaciones de pH y presencia de
diéxido de azufre, en comparacion con las antocianinas monoméricas (Raghvendra et
al., 2011). Sin embargo, existe una larga lista de especies de interés que actualmente
son estudiadas por su contenido de antocianinas como: berenjena, arandano, arandano
agrio, grosella roja y negra, frambuesa roja y negra, zarzamora, cebolla morada,
cereza, col roja, durazno, granada, higo, jamaica, jitomate, maiz pigmentado, mango,
manzana roja, pera, fresa, papa dulce morada, rabano, soya, ciruela, ruibarbo, endrino,

zanahoria morada, entre muchos otros mas.

En un estudio elaborado en 2006 por Wu et al., mas de 100 alimentos de consumo
comun fueron rastreados para la localizacion de antocianinas; se determiné que 34
contenian antocianinas, de los cuales tanto su concentracion como el tipo de
antocianinas presentes fueron diferentes; la cantidad de antocianinas varié desde 0.7 a
1480 mg 100 g* de peso fresco. Prior (2004) indica que el contenido de antocianinas
en los frutos oscila entre 0.25 a 700 mg 100 g* de peso fresco, mientras que Clifford
(2000) sefiala que los frutos que son mas ricos en antocianinas (> 20 mg 100 g* de

peso fresco) son los fuertemente coloreados (morado intenso o negro).

En el caso especifico de México, se considera que el maiz (especie que se caracteriza
por tener una gran importancia econémica-sociocultural) tiene potencial para ser una
excelente fuente de pigmentos antocianicos, inclusive, Cuevas et al. (2008) mencionan
gue las antocianinas originarias de este cereal son mas estables que la enocianina.
Ademas de que el maiz en este pais es considerado el cultivo mas importante (en parte
porque del total de la superficie cultivada en el territorio mexicano, 38.6 % se destina a
su produccion), también, representa a uno de los alimentos esenciales que constituyen
la dieta de los mexicanos (69 % de su produccion se destina al consumo humano).
12



De la produccion nacional de maiz, 50 % se obtiene de cinco estados: Jalisco, estado
de México, Sinaloa, Chiapas y Michoacan y aunque en general se ha enfocado su
produccién hacia la obtencion de maiz blanco, debido a que por mucho tiempo los
maices pigmentados han sido menospreciados por las politicas de mejoramiento
genético y por la comercializacion de granos (Mufioz, 2003) hoy en dia existen regiones
muy definidas (como el centro del pais) en donde el maiz pigmentado es altamente
demandado, inclusive, se ha observado que en los Valles Altos Centrales de México
frecuentemente se pueden observar parcelas con aproximadamente un tercio de su

superficie sembradas con maiz azul o de otro color (Salinas et al., 2010).

Existen reportes que indican que desde épocas remotas el agricultor ha seleccionado
los tipos de maiz de acuerdo con sus preferencias, necesidades alimentarias,
econdmicas, y con las caracteristicas ambientales de su area de cultivo; de este modo,
al maiz azul ha sido relacionado con la precocidad y se ha utilizado para la elaboracion
de atole, tortillas, tlacoyos, gorditas, pinole y una gran variedad de alimentos mexicanos
(Cortés et al., 2005; Antonio et al., 2004); inclusive, los maices de color han estado
presentes en la mitologia, rituales religiosos y en la alimentacion de las culturas
indigenas de México, por ejemplo, Maria et al. (2003) sefialan que en el pensamiento
cosmoldgico maya, los maices de color blanco, amarillo, rojo y negro se relacionan con
los rumbos césmicos: el maiz blanco se asocia con el norte, el amarillo con el sur, el
rojo con el este y el negro con el oeste, mientras que los indigenas huicholes
consideran a los maices de color amarillo, rojo y negro como los guardianes de la

milpa.

El maiz, es la especie mas domesticada y evolucionada del reino vegetal, es Unica
dada la diversidad genética que presenta la planta, la mazorca y el grano (Espinosa,
2008), la cual es consecuencia principalmente de sus usos y de la gran variacion
ecoldgica. Segun Goodman y Brown (1988), en América se originé 90 % de todas las
razas de maiz, inclusive en este continente se ubican 260 razas y dentro y entre ellas

existe gran variacion en el color del grano, lo que se ha comprobado en las razas
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mexicanas (Wellhausen et al., 1951), las peruanas (Grobman et al., 1961) y en otras

cultivadas en varios paises (Goodman y Bird, 1977).

En un estudio llevado a cabo en México durante la década de 1940, los maices se
clasificaron en 32 razas agrupadas en 5 complejos raciales (Sanchez, 2004). Tiempo
después, este trabajo fue refinado encontrandose al menos 41 razas agrupadas en 3
grandes complejos raciales (Ortega et al., 1991). En 2002 y 2004, Sanchez et al. y
Santacruz et al., respectivamente, indican que al menos 59 razas han sido clasificadas
con base en caracteres morfolégicos y polimorfismos de isoenzimas, mas el uso de

algunos marcadores moleculares como los microsatélites.

Como variantes dentro de razas, es habitual observar e identificar colores de grano
como blanco, amarillo, anaranjado, rojo, morado, café, azul, guinda, negro, purpura,
pinto, variegado y moteado (Aragon, 2006; Ron et al., 2006; Salinas, 2000). En 2006,
Espinosa et al., con la finalidad de explorar la variacién de la diversidad fenotipica del
color del grano de maiz, evaluaron 114 poblaciones nativas de varios estados de la
Meseta Central de México, caracterizandolas en seis grupos: 28 blanco, 44 amarillo, 4
anaranjado, 15 rojo, 18 azul y 5 purpura, de las cuales las poblaciones de granos
pigmentados fueron precoces, de granos mas grandes, con olotes angostos y con
mayor didmetro de mazorca que los no pigmentados. Salinas et al. (2010) indican que
las razas de las que provienen los maices pigmentados, en especial los azules, son las
razas Chalquefio y Coénico, aunque también se pueden encontrar maices azules de

Cacahuacintle y Palomero Toluquerio.

Hoy en dia, los maices con diversos colores de grano continlan sembrandose en
México como poblaciones nativas, las cuales provienen de las diferentes regiones
agroecologicas del pais y son consideradas asi, desde el punto de vista genético,
geografico y cultural; entre ellas predominan los colores blanco y amarillo sobre el azul,

rojo y los pintos (Espinosa, 2008).

Asi, esta claro que hace mas de 10 000 afios comenzo la historia del mejoramiento del
maiz, con el inicio de su domesticacion (Miranda, 2000) y desde entonces esta planta
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ha sido modelada por el hombre. Este proceso ha implicado la seleccion y la
conservacion de aquellas plantas portadoras de caracteres de interés, las cuales se
fueron manteniendo y en consecuencia, las frecuencias génicas de las poblaciones
originales fueron cambiando y brindando mayores beneficios al hombre (Yamasaki et
al., 2007; Cuevas et al., 1998).

En México, alrededor de 70 % de la superficie maicera es sembrada con variedades
nativas y el desarrollo de maices mejorados se ha enfocado principalmente a la
formacion de hibridos (Marquez et al., 2000); no obstante, los cambios drasticos o
minimos que ha sufrido el maiz, han estado en funcion de la época, la regién y en lo
gue en estas se ha considerado como el arquetipo de planta ideal. Por ejemplo, la
predominancia del color de grano blanco en la produccion nacional radica en que la
industria de la harina de maiz demanda este color de grano, ademas de que éste sea
grande, uniforme, denso y que su pericarpio se desprenda facilmente, también se
busca que provenga de mazorcas con olote blanco (Pajic, 2007) ya que los granos
obtenidos de olotes rosados y rojos contienen compuestos fendlicos que le confieren
un color indeseable a los productos derivados (Rooney et al., 2004). La tortilla que se
elabora con granos cremosos que tienen alto contenido de acidos fendlicos y donde el
color resultante no es completamente blanco, se dice que no es aceptada por el
consumidor y tampoco el grano de esos maices es facil de comercializar (Salinas et al.,
2007).

Aungue el maiz pigmentado no ha tenido el mismo auge que el de color blanco, existe
un antecedente histérico de su consumo y produccion en diversas culturas de México,
en donde predominantemente la produccion era reservada para el autoconsumo (Brush
y Perales 2007). Hoy en dia, se reconoce al grano pigmentado como un tipo “especial”
de maiz (Mendoza, 2004) que acorde con Rooney et al. (2004) se destina a la
produccion de harina organica y a la elaboracion de frituras y otros alimentos, inclusive,
es evidente que esta retomando importancia por el incremento de su demanda,
fundamentalmente como consecuencia de la difusion del conocimiento cientifico que

explica las propiedades bioactivas que posee.
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El mejoramiento genético hacia la obtencion de materiales que expresen la
pigmentacion, se ha basado esencialmente en la seleccidn, en el caso de los maices
pigmentados del Perd y Bolivia, denominados maices morados que son una variedad
gue posee el olote y los granos de color morado han sido desarrollados por las culturas
étnicas de esa region (Cuevas et al., 2008). En México ha ocurrido de forma similar,
inclusive, la fundacibn PRODUCE, ha desarrollado proyectos orientados al estudio de
los maices nativos con este tipo de grano, en donde se ha conjuntado informacion
sobre las zonas de produccién, la diversidad en cuanto a caracteristicas fisicas del

grano y su desempefio en el proceso de nixtamalizacion.

Aungue Salinas et al. (2010) indican que en los Valles Altos de México no se dispone
de algun hibrido de grano azul para dichas condiciones agroecoldgicas, desde 2007 el
Dr. Moisés Mendoza Rodriguez ha comercializado un hibrido de grano azul
denominado H-San Miguelito y algunas variedades sintéticas (comunicacién personal,
2010). También, se ha identificado el uso de un criollo mejorado por el Instituto de
Investigacion y Capacitacion Agropecuaria, Acuicola y Forestal del Estado de México
(ICAMEX), cuya semilla se comercializa con el nombre de “Negro Carioca”. En los
estados de Querétaro y Chihuahua se estan cultivando los hibridos azules 505Az y
512Az que se comercializan bajo la marca Aguila; sin embargo, como se mencion6 con

anterioridad, son los maices nativos los mas frecuentemente sembrados.

En Perd se cultivan las variedades PM-212, PM213, PM702, PMV-581, PMC584,
PMD638 y otras como el morado forrajero y el experimental 05, probado en la costa®,
mientras que en Hungria se ha desarrollado un programa de mejoramiento de maiz
morado, azul, rojo, blanco, amarillo y cebada pigmentada, basandose en la endogamia
y la hibridacién®,

Dentro del programa de investigacion del Posgrado de Recursos Genéticos y
Productividad del Colegio de Postgraduados, se esta llevando a cabo un programa de

mejoramiento genético de maices pigmentados a cargo de la Dra. Ma. del Carmen

*http://exportacionesdelperu.blogspot.mx/search/label/Maiz%20Morado  Consultada: 2 Julio 2012

* http://Smp.eulweb.php?a=bluecorn&o=uLqDcWeHFf Consultada 25 Julio 2012
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Mendoza Castillo, en el cual mediante metodologias de mejoramiento genético clasico
se ha logrado desarrollar poblaciones de grano pigmentado (Espinosa et al., 2009);
también se han generado poblaciones que sintetizan antocianinas en todos los érganos
de la planta de maiz y se tiene en proceso la formacién de algunos hibridos (Mendoza,
C. M. del C., comunicacién personal, 2011). También, en el mismo posgrado, se
encuentra el Dr. Fernando Castillo Gonzalez, quien ha realizado una labor de gran

relevancia al explorar y colectar la diversidad genética de este tipo de maices.

El mercado de los maices pigmentados, promueve el desarrollo de versiones
mejoradas de los maices nativos, nuevas variedades, poblaciones o hibridos en donde
se “perfeccionen” sus atributos, ya que como lo han sefialado diversos mejoradores de
maiz, en esta planta se encuentra toda la variabilidad genética necesaria para mejorar

cualquier caracteristica que se desee (Sanchez, 2004).

1.1. OBJETIVO GENERAL

Hacer un analisis de la informacion cientifica disponible sobre la importancia de las
antocianinas y determinar el potencial de los maices pigmentados para actuar como

una fuente de pigmentos y compuestos nutracéuticos.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar cual es la dinAmica de acumulacién de antocianinas en cada genotipo de
maiz evaluado y determinar si en este cultivo existe un patron caracteristico de

acumulacion en los érganos constituyentes a través del desarrollo de la planta.

Cuantificar el contenido de antocianinas totales por planta y por 6rgano en cada
genotipo de maiz evaluado e identificar cuales son los 6rganos con mayor produccién

de antocianinas.
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Establecer cuél es el periodo 6ptimo para la cosecha del cultivo de maiz para obtener

el maximo rendimiento de antocianinas por unidad de superficie.

1.3. HIPOTESIS GENERAL

Debido a su potencial para acumular antocianinas en todos los érganos de la planta se
considera que el maiz pigmentado es una fuente rica en este compuesto; sin embargo,
el potencial para acumular antocianinas serd mayor en algunos 6rganos y habra un
momento en la fenologia del cultivo en el que la concentraciébn del pigmento sera

maxima para considerarlo como el periodo 6ptimo para la cosecha de las plantas.
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CAPITULO I
DINAMICA DE ACUMULACION DE ANTOCIANINAS EN LA PLANTA DE MAIZ DE
POBLACIONES PIGMENTADAS

2.1. RESUMEN

La busqueda de nuevos cultivos con potencial productivo de antocianinas para su
extraccion y utilizacion en diversas industrias que aprovechen sus propiedades
nutracéuticas, ha permitido definir que el maiz es una fuente rica en compuestos
antocianicos, el cual ademas de acumularlos en el grano, también es capaz de
producirlos en todos los érganos de la planta; sin embargo, aun cuando existen
investigaciones sobre el contenido de antocianinas totales en el grano y en algunos
organos de la planta, hasta la fecha no se ha reportado como ocurre el proceso de
pigmentacion, por lo que en este estudio, con la finalidad de conocer la dindmica de
acumulacion de antocianinas en maiz, fueron establecidas siete poblaciones
pigmentadas durante dos ciclos de produccion, primavera-verano 2009 y 2010, en el
Campo Agricola Experimental Montecillo, del Colegio de Postgraduados en Texcoco,
estado de México. Las poblaciones fueron muestreadas en once ocasiones durante el
periodo comprendido entre 30 y 138 dias después de la siembra; en cada muestreo se
colectaron 3 plantas que fueron disecadas en fresco, para tomar fotografias de la
planta completa y por 6rgano. Mediante el analisis de las fotografias se describio la
dinamica de acumulacion de antocianinas y se determind que en el maiz pigmentado
existe un patrén definido de acumulacién de antocianinas en la planta y en cada uno de
sus 6rganos; asimismo, se concluyé que en la planta de maiz la pigmentacién por
antocianinas se presenta en los 6rganos con la siguiente secuencia: vainas foliares,
laminas foliares, tallo, espiga, jilotes inferiores, bracteas del jilote superior 0 mazorca,
pedunculo, olote y finalmente grano; también, se registré6 que en los organos de la
planta de maiz el sentido en el que se acumulan las antocianinas puede ser basipeto o

acropeto.

Palabras clave: Zea mays L., maiz pigmentado, antocianinas, dinamica de

acumulacion.



2.2. INTRODUCCION

En el cultivo de maiz se han realizado investigaciones de toda indole, desde el estudio
de su origen hasta la determinacién de su genoma; sin embargo, aun hay sucesos por
descubrir y describir; por ejemplo, la dinamica de acumulacion de antocianinas en la
planta completa. Hasta la fecha no existe un trabajo que reporte este proceso de
pigmentacion, aunque si existen investigaciones sobre el contenido de antocianinas
totales en el grano (Espinosa et al., 2009) y en algunos 6rganos de la planta (Yang et
al., 2009), los tipos de antocianinas y los genes que controlan su sintesis. En otras
especies angiospermas, existen reportes sobre los patrones de distribucion; Kawamura
et al. (2000) determinaron el patron de la distribucion de las antocianinas en células
epidérmicas de venas y laminas foliares de 30 especies vegetales. Arena et al. (2012)
estudiaron los patrones de acumulacion de los compuestos fendlicos (incluyendo a las
antocianinas) durante el crecimiento del fruto y maduracién de Berberis buxifolia y su
correlacion para determinar el periodo oOptimo y condiciones necesarias para la
obtencion del méximo contenido de compuestos fendlicos. Cooper (2001) sefiala que el
estudio de los patrones de acumulacion de antocianinas es util para la clasificacion
sistemética a nivel de familia y género, como el trabajo realizado por Andersen y
@vstedal (1988), quienes reportaron el contenido de antocianinas en especies de
Saxifraga y determinaron que el patron de antocianinas sustentaba la clasificacion
establecida dentro del género. Yoshitama et al. (1987) examinaron el tipo y cantidad de
antocianidinas de 46 plantas poligonaceas, a las cuales clasificaron en tres grupos: uno
gue solo contenia cianidina, otro delfinidina y cianidina y el tercero que tenia una

antocianidina llamada PA-X y cianidina.

En esta investigacion se determino el patron de acumulacion de antocianinas en la
planta de maiz, en cada uno de los 6érganos que la conforman y el sentido en el que se

fueron acumulando.
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2.2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la dinamica de acumulacion de antocianinas en la planta de maiz de
poblaciones pigmentadas mediante el registro y andlisis de imagenes fotogréaficas
captadas a traves de las diferentes etapas fenoldgicas del ciclo de cultivo.

2.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar si existe un patron definido de acumulacion de antocianinas en la planta de

maiz pigmentado.

Identificar los érganos de la planta que inician la acumulacion de antocianinas, el
sentido en el que se presenta la pigmentacién en dichos 6rganos y si ésta persiste

durante el ciclo fenoldgico del cultivo.

2.2.3. HIPOTESIS

Aunque la produccién de antocianinas en los tejidos vegetales tiene una amplia
variacion en cuanto a su localizacion en los érganos de la planta, también a través de
las etapas fenologicas del cultivo y se encuentra fuertemente determinada por diversos
factores ambientales y genéticos, se considera que en maiz (Zea mays L.) si existe un
patréon definido de la dindmica de acumulaciéon en todos los 6rganos de la planta,
independientemente de que los genotipos manifiesten diferentes niveles de

pigmentacion total.
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2.3. REVISION DE LITERATURA

Las antocianinas son metabolitos secundarios que en el Reino Vegetal se encuentran
ampliamente distribuidos en las plantas superiores (especialmente en las
angiospermas), helechos, musgos, y con poca frecuencia son localizadas en plantas
hepaticas (Oliver, 2002; Cooper, 2001). Para el hombre, el grupo de las plantas
angiospermas es importante ya que constituye una fuente de cultivos alimenticios que
satisfacen sus necesidades nutricionales, como las diversas especies pertenecientes
fundamentalmente a las familias Poaceae y Fabaceae. Andersen y @vstedal (1988)
indican que las antocianinas se encuentran en al menos 27 familias, 73 géneros y en
una multitud de especies; inclusive, todas las plantas superiores poseen el potencial
para producir antocianinas y si en algunas no se aprecia su color caracteristico, se
debe a que la sintesis del pigmento no es favorecida por determinadas condiciones
ambientales o porque no se ha realizado seleccién para tal fin (Bridle y Timberlake,
1997, Taylor y Briggs, 1990; Weldhale, 1925).

Al observar la distribucion de las antocianinas en los 6Organos de las plantas
comestibles, se ha reconocido que éstas se producen con mayor frecuencia en los
frutos y las semillas (Blank, 1947) en donde funcionan como atrayentes de
polinizadores y agentes dispersores de las semillas; aunque también se ha sefialado
gue pueden producirse en las raices, en hipocotilos, coleoptilos, tallos, tubérculos,
rizomas, estolones, bulbos, cormos, yemas axilares, hojas, bracteas, espigas, etc.
(Hatier y Gould, 2009; Bridle y Timberlake, 1997). Gould et al. (2000) sefialan que la
ubicacion de este flavonoide en el esporofito dependera en gran medida de la funciéon
biolégica que en éste desempefie, aunque Lee y Collins (2001) indican que las

antocianinas constantemente se encuentran asociadas con células clorofilicas.

Comunmente los flavonoides y las antocianinas se encuentran almacenadas dentro de

las vacuolas de casi todos los tipos de células (Hatier y Gould, 2009), también se les ha

ubicado adheridas a las paredes celulares (Markham et al., 2000) y en el nucleo

(Hutzler et al., 1998); sin embargo, existe evidencia que muestra que mas de 90 % de

la actividad enzimatica involucrada en la sintesis de antocianinas ocurre en el
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citoplasma y cerca del reticulo endoplasmico; en el citoplasma, las enzimas que forman
a las antocianinas, como la fenilalanina amonioliasa, encuentran el pH 6ptimo (7 6
mayor) para funcionar adecuadamente; segun Oliver (2002) las antocianinas
sintetizadas en estas condiciones de pH se mantienen en equilibrio en la forma
pseudobase, siendo incoloras (forma hemiacetal o base carbonil) o ligeramente azules

(base quinoidal o base anhidro quinoidal).

Después de ser sintetizadas, las antocianinas son transportadas (secuestradas) hacia
la vacuola, las cuales pueden ocupar mas de 90 % del volumen total de la célula (Irani
y Grotewold, 2005). Se dice que las antocianinas puede ser transportadas directamente
en vesiculas que migran del reticulo endoplasmico hacia la vacuola sin pasar por el
citoplasma (Poustka et al., 2007), o de otra forma, por difusion; es decir, que las
antocianinas son transportadas desde el reticulo endoplasmico hacia la vacuola
pasando transitoriamente a través del citoplasma por medio de algunas enzimas de
transporte como la glutation-S-transferasa y la MRP (multidrug resistance protein).
Debido a que las condiciones de pH cambian en las vacuolas celulares (generalmente
el pH varia entre 4.5 y 5.5 pero puede ser de 2.8 hasta 7.5), al llegar a este organelo,

las antocianinas se tornan de color rojo (Neill y Gould, 2003; Cooper, 2001).

Jiang (2000) indica que adheridos a las membranas de la vacuola también pueden
encontrarse organulos esféricos intensamente coloreados que carecen de membrana o
de una estructura interna conocidos como antocianoplastos, mientras que Markham et
al. (2000) sefalan que existen otros complejos exclusivos de las antocianinas
diglucésidas, que se encuentran adjuntos a matrices de proteinas especificas

denominados inclusiones vacuolares antocianicas (AVI’s).

No obstante que las antocianinas han sido ampliamente estudiadas, hasta la fecha los

cientificos no han podido explicar con exactitud cuél es su funcion en la planta, algunos

investigadores sefialan que al ser ubicadas dentro de las vacuolas se trata entonces de

productos ergasticos de desecho, que deben ser eliminados de la célula porque, de lo

contrario, podrian generar una intoxicacion; otros argumentan que las antocianinas

cumplen un papel funcional debido a que su biosintesis es muy compleja y
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energéticamente costosa para la planta, por lo que podria parecer un desperdicio de

recursos extravagante si éstas no tuvieran funcion alguna (Oliver, 2002).

Entre las especies vegetales, asi como en los distintos tipos de tejidos, se observa una
inmensa diversidad en la expresién de las antocianinas, la cual esta en funcion del
control genético y de determinados estimulos ambientales; por ejemplo, en gran
numero de especies las antocianinas solo se producen cuando la planta esta enferma o
cuando ha sido expuesta a estrés ambiental, mientras que otras especies desarrollan la
pigmentacion rojiza incluso estando bajo condiciones Optimas de crecimiento, por lo
gue es improbable que alguna hipoétesis explique con exactitud la razén de la variacion
de los patrones espaciales y temporales de las antocianinas; sin embargo, esta claro
gue su sintesis y almacenamiento se da como respuesta al estrés, a la presion de

seleccion y a la expresion génica.

A continuacién se mencionan algunas de las funciones mas documentadas de estos

pigmentos:

a) Puesto que las antocianinas le imparten color a las plantas y a sus productos,
actian como un mecanismo de atraccion de polinizadores y dispersores de las
semillas, por lo tanto, tienen un valor considerable en la coevolucién de esta
interaccion planta-animal (Ming et al.,, 2003). Estudios con lineas isogénicas de
Mimulis muestran que un cambio en color puede atraer a un colibri como polinizador
en lugar de un abejorro, pudiendo ocasionar un aislamiento genético y en ultima
instancia, la especiacion (Bradshaw y Schemske, 2003).

b) Se manifiestan como sintomas del estrés o como mecanismos de respuesta al
estrés (Chalker, 1999) ya que, sin tomar en cuenta su localizacion, la sintesis de
antocianinas generalmente es regulada como respuesta a uno o mas factores de
estrés ambiental, éstos incluyen: radiacibn solar intensa, radiacion UV-B,
temperaturas extremas, sequia, ozono, deficiencias de nitrogeno y fésforo,
infecciones originadas por bacterias y hongos, heridas, herbivoria, herbicidas y
varios contaminantes (Hawrylak, 2008).
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Por ejemplo, la presencia de antocianinas en las hojas puede ayudar a incrementar
su temperatura, al absorber quanta de energia y asi actuar como un
termorregulador. En regiones articas y alpinas se ha sugerido que las antocianinas
juegan un importante papel al absorber la radiacion y calentar el tejido de la hoja;
mientras que en arboles tropicales, en el caso de las hojas antocianicas jévenes
gue se encuentran en desarrollo, la temperatura es significativamente mas elevada
qgue en las hojas adultas verdes y pueden desarrollarse mas rapidamente. Ante la
presencia de hongos, se ha observado que en hojas joévenes, la acumulacion de
antocianinas puede conferirle a la planta una defensa contra estos patégenos;
también, en el caso de ataques por hormigas, se ha descrito que a mayores
concentraciones de antocianinas el ataque es menor. Otra condicién de estrés es
producida por las heladas, que pueden ocasionar la deshidratacién citoplasmica y la
formacion de cristales de hielo; la presencia de antocianinas provee a los tejidos de
proteccion osmotica, ya que al estar ligadas con glucésidos, éstos pueden modificar
el potencial osmaético de las células y asi, minimizar la pérdida de agua durante el
congelamiento (Chalker, 2002). Se postula que tal proteccion es suficiente para
proteger a los tejidos jovenes del dafio por helada o de las hojas de especies
deciduas durante la movilizacion de sustancias para el almacenamiento de invierno
(Xin y Browse, 2000).

Representan un sistema de fotoproteccion, ya que pueden proteger a las células
fotosintéticas de los efectos adversos de la radiacion solar intensa (Quina et al.,
2009). Dentro del grupo de los flavonoides, las antocianinas son los Unicos
compuestos que absorben una radiacion apreciable en el espectro visible y se ha
sugerido que en este caso, ellas sirven para impulsar o disminuir la captura de
radiacion, dependiendo de su localizacion. Aquéllas ubicadas en la superficie
abaxial de las hojas se considera que incrementan la captura de radiacion al reflejar
la luz roja transmisible de regreso hacia el tejido que contiene a los cloroplastos
(parénquima esponjoso), siendo un mecanismo de utilidad para las plantas que
crecen y se desarrollan en ambientes de sombra. En sentido inverso, la presencia
de antocianinas en la superficie adaxial de la hoja y en el parénquima de

empalizada puede reducir la captura de radiacion, ayudando a la proteccion de los
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d)

e)

cloroplastos y reduciendo, en la medida de lo posible, la fotoinhibicién y la
fotooxidacion.

Actian como un sistema de proteccion contra la radiacion ultravioleta (R-UV), la
cual se clasifica en UV-A (390-320 nm), UV-B (320-280 nm) y UV-C (< a 280 nm).
Se sabe que con una absorbancia maxima de 260 nm el ADN es altamente
vulnerable a los efectos de los rayos UV-C, por lo tanto, las plantas han
desarrollado multiples mecanismos para disminuir la penetracién de la R-UV en el
tejido vegetal, incluyendo entre éstos a la sintesis de compuestos fendlicos que la
absorben (Ryan y Hunt, 2005). En muchas especies la biosintesis de antocianinas
es activada por la exposicion a la R-UV; en especial, las antocianinas aciladas
pueden absorber la R-UV biolégicamente activa y se ha sugerido que su funcién en
los tejidos vegetativos puede ser para amortiguar el dafilo que ocasiona la R-UV, al
atenuar el exceso de energia (Li et al., 1993; Takahashi et al., 1991).

Las antocianinas foliares tienden a no ser aciladas, por lo tanto, son amortiguadores
de la R-UV aunque menos efectivos que otros flavonoides (Woodall y Stewart,
1998); ademas para que la proteccion sea eficiente, las antocianinas deben
interceptar la R-UV incidente antes de que llegue a los cloroplastos; en el caso de
las hojas significa que los pigmentos deben estar en las vacuolas o en las paredes
celulares de los tejidos epidérmicos e hipodérmicos.

También actidan como un sistema de captacion de radicales libres, ya que la
radiacion intensa, aunada a la radiaciéon UV, pueden incrementar la produccion de
radicales libres en las células de la planta. Se ha sugerido que mediante la absorcion
de una proporcion de los quanta de energia incidentes y por la captacion de los
radicales libres asi formados (especialmente de aquellas especies reactivas con
oxigeno, denominadas ROS), las antocianinas foliares podrian servir para disminuir
la oxidacién. En cuanto a la captacion de ROS, se ha reportado que las antocianinas
son cuatro veces mas efectivas que la vitamina C y K; esta caracteristica se debe a
su alta reactividad como donador de protones y electrones, a su habilidad para
estabilizar y deslocalizar electrones desapareados y a su capacidad de quelatar los

iones de metales de transicion (Hatier y Gould, 2009).
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Aunque las plantas son capaces de sintetizar antocianinas, existen diversos factores
que afectan su produccién y su estabilidad (Brat et al., 2008). En un estudio en hojas
albinas de maiz realizado por Kim et al. (2006) se analizaron los efectos de las sefiales
ambientales y quimicas en la sintesis de antocianinas, se observé que la aplicacion de
carbohidratos estimulé su biosintesis, siendo las mejores fuentes de carbohidratos la
fructosa, glucosa y sacarosa, esta Ultima mejord la expresion de los genes involucrados

en la sintesis a nivel transcripcional.

En la investigacion realizada por Irani y Grotewold (2005) en donde se indujo la
formacion de antocianinas en vacuolas de maiz, se observd que las células que se
desarrollaron en condiciones de oscuridad presentaron mdltiples vacuolas, mientras
que en condiciones de luz abundante se disminuyé el nUmero de vacuolas pero se

incrementd su tamafio.

Bustos et al. (2012) estudiaron la dinamica de acumulacion de antocianinas en el grano
de trigo y observaron que ésta es afectada por la posicibn que ocupa el grano en la
espiga, por las relaciones fuente-demanda, y por las practicas agricolas aplicadas
como la dosis de fertilizacion y el periodo de cosecha; observaron que la posicion del
grano en la espiga afectdé su peso y contenido de antocianinas, decreciendo en la
posicion distal; la reduccion de la fuente disminuyé el contenido de antocianinas en 26
y 51 % vy la fertilizacion con magnesio y la cosecha temprana aumentaron el contenido
y la concentracion de antocianinas en 65y 39 %, respectivamente.

En el estudio realizado por Hawrylak (2008) se indica que la presencia de selenio en el
suelo puede ocasionar un incremento en el contenido de antocianinas y un decremento
simultaneo de la concentracion total de clorofila, dependiendo de la forma quimica del
elemento y de la dosis. La evidencia experimental muestra que los cambios en el
contenido de antocianinas pueden ser utilizados como un parametro de prueba,
reflejando el grado de toxicidad del selenio en las plantas de maiz; a su vez, puede ser
potencialmente til para la bioindicacion de la fitotoxicidad de selenio en otras plantas

superiores.
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También, Mol et al. (1998) describen que la forma de las células epidérmicas es un
importante factor para apreciar la pigmentacion, ya que en casos donde las células
tienen forma conica o plana, las propiedades Opticas de las antocianinas son
influenciadas y por lo tanto, también el color que se percibe. Otro pardmetro que afecta
la pigmentacion es la temperatura, la cual cuando es baja se ha observado que se
promueve la sintesis y acumulacion de antocianinas, mientras que cuando se
incrementa, se inhibe la sintesis. En condiciones de clima calido se ha detectado que la
tasa de acumulacion de antocianinas se reduce, probablemente debido a que se
requiere una mayor cantidad de energia para la sintesis del pigmento (Brat et al., 2008;
Wheldale, 1925).

En numerosas especies se considera que la herencia de las antocianinas es de
caracter mendeliano (Wheldale, 1925), aunque también se ha descubierto que la
variacion en los estados epigenéticos pueden generar patrones de herencia no
mendelianos como la paramutacion y los transposones (Woodhouse et al., 2006).
Durante la ultima década, la clonacién de los genes estructurales que codifican a las
enzimas en la ruta biosintética de las antocianinas y la identificacion de genes que
codifican a los factores de transcripcidbn que regulan la expresion de los genes
estructurales, han contribuido al entendimiento de las bases moleculares de la

biosintesis de antocianinas en plantas superiores (Honda et al., 2002).

En el caso exclusivo del maiz, se sabe que aproximadamente 15 genes distintos tienen
influencia en la biosintesis de antocianinas, y que varios genes reguladores y
estructurales se encuentran por duplicado, como los genes PL, B, Ry C (Halbwirth et
al.,, 2003). Cone (2007) indica que siete genes estructurales codifican enzimas
cataliticas, seis genes reguladores codifican factores de transcripcion, y dos genes
corresponden a transportadores del pigmento hacia las vacuolas, algunos de ellos
tienen mas de dos alelos por locus (el gen A; y P tienen un nimero combinado de por
lo menos 13 alelos), son epistaticos y se ubican en diferentes cromosomas, lo cual
indica que no hay ligamiento (Ford, 2000). Hanson et al. (1996) sefialan que son ocho

genes enzimaticos los que actlan en la sintesis y el transporte de las antocianinas y
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cinco genes reguladores son los encargados de la expresion de la pigmentacion en
tejidos especificos; Taylor y Briggs (1990) mencionan que ademas de los genes
involucrados en la sintesis de este flavonoide, en el proceso también participan méas de
20 loci.

Los genes clasificados como reguladores por Cone (2007) y Hanson et al. (1996) son:
B (ubicado en el cromosoma 2), C;, PL (confinado en el cromosoma 6), Vp;, R
(localizado en el cromosoma 10), Lc y Sn (encontrados dentro de los loci R), los cuales
ademas de formar a los factores de transcripcion que activan a los genes enziméticos
(encargados de la sintesis y transporte de antocianinas), también definen en qué tejido
se expresara la pigmentacion. Los genes estructurales o enzimaticos son: A; (ubicado

en el cromosoma 3), Az, Bzy, Bz, C,, Chi, Pry whp.

En 1964, Reddy ubic6 a los genes en secuencia, para determinar en el tejido de

aleurona la ruta metabdlica de las antocianinas, de la siguiente manera:
C'>Ci>C;>Ro0B>In>A; > A, > Bz; > Bz, > Antocianinas

En dicha ruta se observa la interaccion entre los genes reguladores y enzimaticos, los
cuales parten de los genes del grupo C, especificamente del gen C; que codifica a un
factor de transcripcion que induce la formacion de la enzima chalcona sintasa,
producida por el gen C,; después, nuevamente un gen regulador (ya sea B o R) genera
un factor de transcripcion que puede activar al gen In, el cual determina la
concentracion del pigmento; posteriormente el gen A; induce la formacién de la enzima
dihidroflavonol reductasa, seguida por el gen A, que forma a la enzima 3-glucosil
transferasa; se activa el gen Bz; (5-glucosil transferasa), el gen Bz, (glutation-S-

transferasa) y se forman las antocianinas.

Dado que existen genes que determinan la ubicacién del pigmento en el tejido vegetal,
se ha descrito que para que se produzca la pigmentacion en la aleurona de la semilla
de maiz, se requiere que en el genoma se encuentren presentes los genes A;, A, Cy,
C, ¥ R; en caso de faltar alguno, la produccion de antocianinas no se llevard a cabo

(Kim et al., 2006; Styles y Ceska 1975; Harbone y Gavazzi, 1969). En este mismo
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tejido, los genes que definen el tipo de pigmento son Pr, Bz; y Bz, (cuando alguno de
los dos es recesivo, la pigmentacion es bronceada), los cuales deben estar en la forma
homocigotica recesiva, para causar un cambio cualitativo en el pigmento. Sharma et al.
(2011) sefalan que los genes C; y R; deben actuar en conjunto (genes
complementarios) para acumular antocianinas en la aleurona. Otros genes
involucrados en la pigmentacion del grano son Bh, que controla el patrén de
pigmentacion, el gen In que se encarga de la concentracion de antocianinas (el color es
mas intenso cuando es recesivo) y el gen P; que se encarga de la pigmentacion del
pericarpio (Taylor y Briggs, 1990). El gen P (ubicado en el cromosoma 1) controla la
biosintesis de las 3-deoxiantocianinas y se encuentra restringida al pericarpio y a los

estigmas del maiz (Halbwirth et al., 2003).

Para que la sintesis y acumulacién de antocianinas ocurra en otros 6rganos de la
planta actian los genes de la serie R y A; (Harborne y Gavazzi, 1969), aunque también
se conocen otros genes que ejercen control en dicha pigmentacion; Styles y Ceska
(1975) indican que los genes A; y A, deben estar presentes y actuar en conjunto con
un gen de la serie B 0 R, mientras que Sharma et al. (2011) sefialan que la sintesis de
antocianinas en la parte vegetativa se debe a la accion conjunta del gen B; y PL;. En
1972, Styles y Ceska establecen que los genes C son necesarios para la formacion de

antocianinas en la semilla, pero no para el tejido vegetativo de la planta.

Se ha reportado que cuando el gen PL es dominante puede pigmentar a las bracteas y
vainas que durante su desarrollo y crecimiento no son expuestas a la luz, mientras que
en su forma recesiva solo las zonas iluminadas logran pigmentarse; es decir, que para

su expresion, los alelos dependen de la luz (Taylor y Briggs, 1990).

El grupo de genes R determina el momento en que se presentan, la distribucion y la

cantidad de antocianinas en maiz; cuando el alelo es dominante en el locus R, se

producen pigmentos en las vainas de las plantulas, y en su forma recesiva se sintetiza

chalcona sintasa, pero no se acumulan las antocianinas, también se ha comprobado

gue regulan la sintesis de antocianinas inducidas por la luz. El gen R; codifica al factor

de transcripcion bHLH (Consonni et al., 1993.) y también puede formar a las 3-
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hidroxiantocianinas, las cuales pueden ser sintetizadas en casi todos los tejidos de la
planta de maiz (Halbwirth et al., 2003).

Los genes de la serie B juegan un rol directo en la regulacion de la acumulacion de
antocianinas en plantas adultas, cuando se encuentra en su forma dominante se
incrementa la actividad de la glucosil transferasa y también aumenta la pigmentacion.

El gen B; forma al factor de transcripcion bHLH (Taylor y Briggs, 1990).

El gen Pr controla el patron de hidroxilacion en el anillo B de las moléculas de
antocianinas, cuando es recesivo hay ausencia de un grupo hidroxilo y entonces la
antocianina mas abundante es la pelargonidina, mientras que cuando es dominante,
hay un grupo hidroxilo y la antocianina mas abundante es la cianidina (Styles y Ceska,
1975).

En el cultivo de maiz, el orden exacto de la biosintesis depende de la forma en la cual
los productos metabdlicos son canalizados a través de los complejos enzimaticos, pero
generalmente parte de la desaminacion de la fenilalanina hacia la funcién de la glucosil
transferasa del gen Bz;, siguiendo con la sintesis, las antocianinas son trasladadas a la
vacuola con la ayuda de el producto del gen Bz, el cual es una glutation-S-transferasa,
y es transportada a la vacuola, probablemente por una MRP (Champney, 2002), como
la ZmBz2, la ZmMrp-3 (ubicada en el tonoplasto) o la ZmMrp-4 (encontrada en la
aleurona) (Koes et al., 2005; Goodman et al., 2004). De esta graminea se ha extraido
cianidina, pelargonidina, peonidina, luteolina, y otros cinco pigmentos morados o
purpuras no identificados; sin embargo, las antocianinas cominmente encontradas en
este cultivo son derivadas de la cianidina y la pelargonidina, como cianidina-3-glucésido
y pelargonidina 3-glucésido (Bridle y Timberlake, 1997; Hanson et al., 1996; Styles y
Ceska, 1972; Clifford y Harborne, 1967).
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2.4. MATERIALES Y METODOS

La evaluacion de la dinamica de acumulacion de antocianinas se realizé durante dos
ciclos de cultivo, en Primavera-Verano de 2009 y Primavera-Verano de 2010. Las
plantas se establecieron en el Campo Agricola Experimental Montecillo, del Colegio de
Postgraduados en Texcoco, estado de México. En el ciclo de 2009 se establecieron 8
genotipos de maiz (6 maices con pigmentacion: 2650, 2651, 2653, 2655, 2656 y 2657,
y 2 con plantas completamente verdes: 2652 y 2654, todos obtenidos a partir de
maices nativos de México en el programa de mejoramiento genético de maiz de
Fisiotecnia Vegetal-Genética, del Colegio de Postgraduados) mientras que en el ciclo
Primavera-Verano 2010 se evaluaron solo 4 genotipos contrastantes en pigmentacion:
planta completamente verde (poblacion 2217), con pigmentacion en todos los érganos
de la planta, excepto en el grano (poblacion 2218), planta completamente pigmentada
(poblacion 2222) y planta verde con grano pigmentado (poblacion 2223). Las
poblaciones 2217 y 2218, fueron las mismas que se sembraron en el ciclo 2009 bajo la
denominacion 2652 y 2653, por lo que en los siguientes apartados se har4 mencién de

éstas como la poblacion 2217 y 2218, respectivamente.

La dindmica de acumulacion de antocianinas se estudié colectando en cada muestreo
3 plantas representativas de cada material genético; en 2009 se realizaron cinco
muestreos exploratorios a los 50, 57, 70, 77 y 84 dias después de la siembra (dds).
Durante el afio 2010 se realizaron once muestreos correspondientes a los 30, 45, 57,
70,77, 84,91, 98, 108, 118 y 138 dds; en este ciclo el primer muestreo se hizo a los 30
dds para detectar el inicio de la pigmentacién en los distintos érganos de la planta y se
realizaron cinco muestreos mas después de los 84 dds, con la finalidad de explorar con
mas detalle, la dinamica de acumulacion de antocianinas durante la formacion y

desarrollo de la mazorca.

En cada uno de los muestreos las plantas colectadas fueron disecadas en fresco para

tomar fotografias de la planta completa y fotografias individuales de cada érgano que

conformaba a la planta. Posteriormente, mediante el andlisis de las fotografias se

describi6 en qué Organos se observd la presencia de antocianinas y cudl fue la
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direccion de la pigmentacion en cada oOrgano, para asi poder definir el patron de

acumulacion en toda la planta.

La informacion descriptiva del patron de pigmentacion que mostraron las plantas de
todos las poblaciones estudiadas fue concentrada para determinar si hubo o no un
patron de pigmentacion en los materiales pigmentados y si la incidencia de alguan factor
ambiental pudo inducir la sintesis de antocianinas en las poblaciones de la planta
verde, considerando que todas las plantas tienen el potencial de sintetizar a este
flavonoide.

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1. Patron de acumulacioén de antocianinas en el cultivo de maiz

El patrén de acumulacion de antocianinas que se describe a continuacion es el
resultado del andlisis fotografico del comportamiento de las poblaciones pigmentadas
(2218, 2222, 2223, 2650, 2651, 2655, 2656 y 2657) evaluadas en los ciclos Primavera-
Verano 2009 y 2010, dicho comportamiento fue similar entre las poblaciones y se usé
la moda como pardmetro estadistico de evaluacién, por lo que la informacion
recopilada de las poblaciones fue integrada en modelos que describen el patrén de
acumulacioén de las antocianinas en la planta de maiz, que abarca al periodo del ciclo
fenologico del cultivo comprendido entre 30 y 138 dias después de la siembra (dds)
(Figuras 3, 4,5, 6y Figura 1 A):

a) A 30 dds (Figura 3a) los 6rganos aéreos que constituian a la planta de maiz
fueron el tallo, las vainas y las laminas foliares; estos dos ultimos fueron los
Unicos oOrganos en los que en ese momento se detectd presencia de
antocianinas.

b) Conforme transcurrio el ciclo del cultivo, la planta continué creciendo y
desarrollandose; asi, en el periodo comprendido entre 30 y 50 dds (Figuras 3ay
3b) se observd que la sintesis de antocianinas inicié en la parte basal de la
planta para continuar en sentido acrépeto (de la base hacia el &pice)

pigmentando en las vainas y laminas foliares de mas edad (Figuras 5a y 5b)
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d)

Aunque a 45 dds la espiga ya estaba completamente diferenciada en la mayoria

de los genotipos (datos no mostrados), éstos aln no expresaban pigmentacion.

A 57 dds (Figura 4c) la pigmentacion se apreciaba notablemente en los
entrenudos maduros del tallo, siendo aun mas avanzada; es decir, con una
mayor superficie de distribucion, en los entrenudos cercanos a la superficie del
suelo; también en esta fecha se observaban las bracteas externas de los jilotes
inferiores pero aun no estaban pigmentados, mientras que el resto de los
organos de la planta continuaban su crecimiento y acumulacion de antocianinas.
En el caso de la espiga (datos no mostrados), el sentido de pigmentacion fue
basipeto; es decir, del &pice hacia su parte basal (aunque con algunas
variaciones).

A 70 dds (Figura 3d), ademas de los 6rganos mencionados anteriormente, ya
era posible separar las bracteas, el olote y el pedunculo del jilote superior (que al
fecundarse se convertiria en la mazorca principal). En esta etapa fenoldgica, el
Unico 6rgano que no se encontré pigmentado fue el olote (Figura 2 A).

Durante el periodo comprendido entre 77 y 138 dds se observo que en todos los
organos (incluido el grano a partir de 98 dds) se hallaban con acumulaciéon de
antocianinas, aunque es probable que en los Ultimos dias de evaluacion (118 a
138 dds) la sintesis de antocianinas pudo haber disminuido, o cesado en
algunos de ellos e inclusive, los pigmentos pudieron haberse degradado pues la
intensidad del color cambid drasticamente; sin embargo, aun a 138 dds se

observé pigmentacion en estos érganos (Figuras 3k y 4k).

Si bien las vainas y las laminas foliares fueron los primeros érganos que comenzaron a
sintetizar y acumular antocianinas a partir de 30 dds, en todas las poblaciones de maiz
pigmentado estudiadas se observdé que la pigmentacion fue mas abundante y se
encontré distribuida en todos los organos de la planta presentes hasta 77 dds; la
pigmentacion continué aumentando su superficie de distribucion en la planta después
de esta fecha y en algunos érganos hasta el final del ciclo; es decir, hasta 138 dds

aunque, como se muestra en las Figuras 3h y 3i, a 98 y 108 dds fue el momento en que
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inicié el deterioro de 6érganos como las laminas foliares y la espiga, respectivamente, y
continué hasta 118 dds para terminar con la senescencia de sus tejidos (las laminas
foliares y la espiga fueron las méas afectadas). En contraste, se sugiere que la
acumulacién de antocianinas pudo haber aumentado en el grano durante este periodo
(revisar apartado de grano). En las Figuras 5 y 6 se observa que desde 98 dds en las
espigas, 108 dds en las laminas foliares y 138 dds en las vainas foliares, bracteas y
tallo, ya no fue posible revelar visualmente el sentido de la acumulacion de
antocianinas porque los érganos o se encontraban senescentes y deteriorados o, ya no
se distinguia el avance en la pigmentacién, por lo que se considera que para poder
concluir si la sintesis y acumulacion de antocianinas es continua, se detiene o
simplemente, que el cambio ocurrido en la intensidad del pigmento se debe a procesos
de degradacion de las antocianinas, ocasionado por la etapa fenoldgica final del cultivo,
es necesario llevar a cabo estudios detallados como la cuantificacion bioquimica de las

antocianinas totales.

No obstante que las poblaciones evaluadas fueron seleccionadas para que expresen el
pigmento en toda la planta, se observé que aunque tienen el potencial de producir
antocianinas en todos los érganos, tal como lo indica Hatier y Gould (2009), el grado de
pigmentacién que presentaron fue variable entre si (Figura 3 A) e inclusive, entre los
organos de la planta (Cuadro 1 A). Por ejemplo, la poblacion 2218 (en ambos ciclos de
evaluacion) produjo plantas completamente pigmentadas (con excepcién del grano),
mientras que la poblacién 2223, la cual fue descrita como una poblacion de planta
verde y grano pigmentado, ademas de que este Ultimo si se pigmentd, también
acumulo cierta cantidad de antocianinas en las vainas foliares y en el tallo, pero no lo
hizo en el olote ni en las laminas foliares; por lo tanto, se puede inferir que una
poblacién que sintetiza antocianinas no necesariamente lo hace en todos los 6rganos
de la planta, pero cuando se pigmentan todos los érganos, la superficie del 6rgano que
se pigmenta puede ser total o puede encontrarse restringida a una area especifica,
debido a que estos niveles estan controlados por diversos genes (especificamente por
la combinacion alélica en el loci regulatorio) que determinan el patron de pigmentacion

en cualquier planta (Taylor y Briggs, 1990).
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30dds 45-50 dds 57 dds 70 dds 77 dds 84 dds
9 h % %
91 dds 98 dds 108 dds 118 dds 138 dds

Figura 3. Patron de acumulacién de antocianinas en los 6rganos de la planta de maiz a través del ciclo de cultivo, con énfasis en vainas y laminas foliares
y en la espiga. La pigmentacion morada muestra que hay acumulacion de antocianinas. El cambio en la intensidad del color de las laminas foliares indica en a)
y b) que éstas comienzan su desarrollo; en c) que se encuentran en proceso de maduracion; entre d) y h) que se esta expresando la mayor acumulacion de
antocianinas; y de i) a k) que se presenta un proceso de senescencia y pérdida de laminas. El cambio en la intensidad del color de la espiga sefiala en d) que hay
acumulacion de antocianinas; en e) hasta g) que se esta expresando la mayor acumulacion de antocianinas; en h) e i) sigue conservando la coloracion de e) hasta h)
pero la espiga comienza a deteriorarse; y de j) a k) se evidencia que ha sufrido un proceso de senescencia y deterioro.
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Figura 4. Patron de acumulacion de antocianinas en los 6rganos de la planta de maiz a través del ciclo de cultivo, con énfasis en el tallo, jilotes inferiores
y brécteas de la mazorca. La pigmentacion morada demuestra que hay sintesis y acumulacidén de antocianinas. El cambio en la intensidad del color de las bracteas
indica en k) que probablemente el pigmento sufre un proceso de degradacion. En g) a h) la ausencia del jilote inferior sefiala que ha disminuido su desarrollo o su
biomasa en la planta.
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Figura 5. Sentido en el que se presenta la acumulacion de antocianinas en los 6rganos de la planta de maiz a través del ciclo de cultivo, con énfasis en la
espiga, las vainas y laminas foliares. Las flechas rojas sefialan en a) hasta j) el sentido de la acumulacion de antocianinas en las vainas foliares; las flechas azules
muestran en a) hasta h) el sentido de la acumulacidon de antocianinas en las laminas foliares; y las flechas verdes de d) hasta g) el sentido de acumulacién de
antocianinas en la espiga. En los incisos donde ya no aparecen las flechas, se indica que visualmente ya no fue posible determinar si hubo o no un sentido de

acumulacion de antocianinas en estos érganos.
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Figura 6. Sentido en el que se presenta la acumulacién de antocianinas en los 6rganos de la planta de maiz a través del ciclo del cultivo, con énfasis en el
tallo, los jilotes inferiores y las bracteas de la mazorca. Las flechas rojas indican en d) hasta j) el sentido de la acumulaciéon de antocianinas en los jilotes
inferiores y las bracteas de la mazorca, mientras que las flechas verdes sefialan de b) hasta j) el sentido de la acumulacién de antocianinas en el tallo. Con una
flecha circular se muestra a partir de d) hasta j) que la pigmentacién de las bracteas ocurre desde las bracteas externas hacia las bracteas internas. La ausencia de
flechas en a) revela que en ese momento los maices pigmentados estudiados no sintetizaron antocianinas en estos érganos; y en h) que visualmente ya no fue

posible determinar si hubo o no un sentido de acumulacién de antocianinas.
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Tomando como base los resultados de algunos investigadores, enfocados al estudio de
los genes involucrados en la pigmentacion del maiz, asi como la informacion obtenida
en este andlisis de dinamica de acumulacion de antocianinas en poblaciones
pigmentadas de maiz, se considera que cuando un genotipo sintetiza antocianinas en
un tejido vegetal, como es el caso de las ocho poblaciones pigmentadas que fueron
evaluadas, contienen en su genotipo a todos o a algunos de los genes reguladores B,
Ci, PL, R, VP4, Lc, Sn (Sharma et al., 2011; Cone, 2007; Hanson et al., 1996; Tonelli et
al., 1994, Patterson et al., 1991; Styles y Ceska, 1975; Styles y Ceska, 1972; Harborne
y Gavazzi, 1969), y en especial a los genes pertenecientes a la familia R y B que
determinan el momento (tiempo), la distribucién y la cantidad de antocianinas que se
sintetizan (Consonni et al., 1993; Taylor y Briggs, 1990), y a la vez, también se
encuentran presentes algunos genes enzimaticos o estructurales como el gen A; que
ha sido identificado en este cultivo como formador de la enzima dihidroflavonol 4-
reductasa (Halbwirth et al., 2003) que es una de las enzimas que participa en la

sintesis de antocianinas.

También, considerando lo sefialado por Kim et al. (2006), quienes indican que un
genotipo que pigmenta a la aleurona del grano de maiz debe contener a los genes Ay,
Az, C1, C2 ¥ R, ya que la ausencia de alguno de ellos ocasiona que la sintesis de
antocianinas no pueda llevarse a cabo; se sugiere que las poblaciones pigmentadas
2656, 2657, 2222 y 2223 contienen estos genes en su genotipo, mientras que las
poblaciones 2650, 2651, 2654, 2655 y 2218 carecen de uno o mas de ellos o bien, que
el gen Bz, que esta involucrado en el transporte de las antocianinas hacia la vacuola
(sintetiza a la enzima glutation-S-transferasa) sufra una mutacion que dé como
resultado granos que no contienen antocianinas (Mol et al., 1998). Sin embargo,
aunque desde la década de los 20’s del siglo pasado se han descrito patrones de
pigmentacion que son frecuentes en la planta de maiz y han sido relacionados con la
informacion existente sobre los genes que controlan a este proceso (Wheldale, 1925;
Emerson, 1921), esta descripcion (que si bien aporta informacion relevante), resulta
insuficiente para obtener un verdadero conocimiento y determinacion del genotipo

pigmentado en todos sus Organos, por lo que se sugiere que ademas de conocer el



comportamiento hereditario de los pigmentos a través de los trabajos de investigacion
realizados con maices endogamicos, también se deben examinar sus propiedades y su
composicion quimica, para entender como es que se lleva a cabo el proceso de

sintesis de antocianinas en este cultivo.

Se determiné que las vainas foliares fueron los 6rganos en los cuales primero se
expresa la pigmentacion, ya que en todas las poblaciones evaluadas (100 %) se
presentd la coloracion morada durante todo el periodo de evaluacién (30-138 dds). Las
laminas foliares fueron los 6rganos que, después de las vainas, a 30 dds iniciaron la
pigmentacion en 25 % de las poblaciones; a 70 dds se encontr6 que las cinco
poblaciones con potencial de pigmentar a la hoja estaban acumulando antocianinas
(Cuadro A-1). El tallo y la espiga se pigmentaron a partir de 57 dds; posteriormente, los
jilotes inferiores, las bracteas del jilote superior y el pedunculo fueron los 6rganos que
adquirieron la pigmentacién (70 dds). Se observo que en los mismos érganos y por el
resto del ciclo del cultivo, la pigmentacion pudo incrementar su intensidad,
probablemente por la accién del gen In, el cual en forma recesiva produce un color mas
intenso (Taylor y Briggs, 1990), ademas, que podrian modificar su nivel de expresividad
y penetrancia; asimismo se considera que pueden aumentar o disminuir la
concentracion de antocianinas totales, como resultado de la sintesis o la degradacion

de las antocianinas, respectivamente.

Finalmente, el olote y el grano fueron coloreados (77 dds y 98 dds, respectivamente),
en estos 6rganos de la planta es en los que mas se ha enfocado el mejoramiento
genético y/o la presion de seleccion para pigmentacién en maiz, debido a la necesidad
de ofertar grano blanco a la industria de la masa y la tortilla que provenga de mazorcas
con olote blanco, puesto que los granos obtenidos de mazorcas con olotes rosados y
rojos contienen compuestos fendlicos que le confieren un color “indeseable” a los

productos derivados (Pajic, 2007; Rooney et al., 2004).

En el caso de las poblaciones de planta verde (2217 en ambos ciclos de evaluacion y la

poblacién 2654) se observo que al inicio del ciclo del cultivo y durante la floracion,

fueron las dos Unicas etapas fenolégicas en las que solamente dos Organos
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sintetizaron antocianinas y en muy baja cantidad; éstos fueron las vainas foliares (45 y
50 dds) y la espiga (en el intervalo de 77 y 138 dds, aunque a partir de 98 dds la espiga

inicio la senescencia y la pigmentacion se torn6 bronceada).

En ambos 6rganos, como se muestra en las Figuras 7 y 8, la intensidad de la
pigmentacion fue muy ligera o tenue, en comparacion con lo que se observo en las
poblaciones pigmentadas (revisar apartado de la pigmentacion en la inflorescencia

masculina y vainas foliares).

Figura 7. Espigas de las poblaciones de planta verde que a 77 dds presentaron trazas de
pigmentacion por antocianinas. a) Poblacién 2654 que sintetiza antocianinas en glumas,
b) Poblacion 2217 (Ciclo 2009) que sintetiza antocianinas en anteras y glumas, c)
Poblacion 2217 (Ciclo 2010) que sintetiza antocianinas en las anteras.

Figura 8. Vainas foliares de poblaciones de planta verde que en el periodo comprendido
entre 45 y 50 dds presentaron trazas de pigmentacion por antocianinas. a) Poblacion
2217, b) Poblacion 2654.
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Se considera que estas poblaciones no pigmentadas (de planta verde), lograron
sintetizar antocianinas en los érganos mencionados debido a cierta exposicion al estrés
ambiental como exceso de sales y temperaturas bajas, o de gallina ciega que estuvo
presente en estos suelos, ya que como lo mencionan Brat et al. (2008), la expresion de
las antocianinas ademas de estar controlada por la informacién genética, también esta

en funcién de diversos estimulos ambientales.

Tomando en cuenta las referencias bibliograficas existentes sobre las funciones de las
antocianinas en las plantas y considerando que su ubicacion en el esporofito depende
en gran medida de la funcion biol6gica que desempefien en éste (Gould et al., 2000),
se sugiere que la produccion de antocianinas en las vainas foliares de las poblaciones
de planta verde durante el periodo comprendido entre 45 y 50 dds, pudo ser expresada
para actuar como un mecanismo de defensa para evitar el ataque de patégenos,
insectos o de herbivoria (Hawrylak, 2008) o bien, para operar como un sistema de
fotoproteccion al resguardar a las células fotosintéticas de los efectos adversos
ocasionados por la radiacion solar (Quina et al., 2009), ya que tal como lo sefalan
Hughes et al. (2007) las antocianinas sirven para proteger a los tejidos hasta que otros
mecanismos de fotoproteccién se encuentren bien constituidos; estos investigadores
monitorearon el momento de la produccion de antocianinas y su degradacion en tres
especies no relacionadas entre si (Acer rubrum, Cercis canadienses y Liguidambar
styraciflua); observaron que en las tres especies las antocianinas se produjeron durante
el desarrollo de la hoja y persistieron hasta que el tejido se diferencié por completo. El
posterior descenso en los niveles de antocianinas ocurrié después de que las hojas
sinterizaron aproximadamente 50 % del total de clorofilas y carotenoides, que para ese
entonces ya habian alcanzado cerca del maximo de las tasas de asimilacion

fotosintética.

En el caso de la presencia de antocianinas en la espiga se interpreta que la sintesis del
pigmento en este 6rgano pudo deberse a que estos compuestos actlan como un
sistema de proteccion contra la radiacion ultravioleta (Ryan y Hunt, 2005), ya que el

mecanismo de proteccion es activado por la exposicion a la radiaciéon, por la ubicacion
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de la espiga en la planta que conlleva a que desde su emergencia se encuentre
constantemente expuesta a este factor ambiental, por o que es posible que la sintesis
de antocianinas en este 6rgano se lleve a cabo con la finalidad de proteger a las
moléculas de ADN contenidas en los granos de polen, las cuales bajo radiaciones de
260 nm se deterioran, asi, los dafios podrian ser evitados y se podria llevar a cabo

adecuadamente la polinizacién y la transferencia de la informacion genética.

Aunque de los nueve 6rganos estudiados sélo dos produjeron pigmento en las
poblaciones de planta verde, se observéd que el patron y el sentido de acumulacién de
las antocianinas es similar al que ocurre en las poblaciones pigmentadas (en tiempo de
aparicion, sentido de acumulacién y comportamiento del pigmento), por lo que podria
pensarse que la dindmica de acumulacion de antocianinas descrita anteriormente, no
es exclusiva de las poblaciones pigmentadas, sino que podria explicar este proceso en
el cultivo de maiz en general, en donde definitivamente se encontrarian diferencias
pero éstas serian en las variables de penetrancia y expresividad del caracter de

pigmentacion.

Por otro lado, no se descarta el hecho de que las poblaciones de planta verde puedan
contener antocianinas en sus tejidos vegetales, ya que aunque visualmente no fueron
detectadas, segun Oliver (2002) éstas podrian estar contenidas en el citoplasma celular
en la forma quimica hemiacetal (incolora) o como base quinoidal (pigmentacion
ligeramente azul), ya que para que se presente un cambio en la coloracion, el pH debe
ser modificado, situacion que ocurre en la vacuola celular, donde el pH varia entre 4.5y
5.5 (Neill y Gould, 2003; Cooper, 2001). Styles y Ceska (1972) sefialan que en
hidrolizados de lineas de maiz portadoras de los genes Pr, Bz e In (las cuales fueron
establecidas bajo condiciones ideales para la expresion visual de la pigmentacion), se
obtuvieron nueve pigmentos, en donde cianidina fue el predominante, seguido por
pelargonidina, peonidina, luteolina y cinco compuestos morados desconocidos; en esta
misma investigacion se estudié una linea denominada “R2: Peru”, la cual posee un
fenotipo de planta verde a lo largo del ciclo bioldgico y tiene una ligera cantidad de

pigmento en la espiga y en las bracteas de la mazorca madura; en dicha linea se
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determind que a pesar de la ausencia de pigmentacion visible en la mayoria de su
tejido, ésta tuvo el mismo rendimiento de luteolina que las lineas pigmentadas y

ademas, fue el Unico tipo de antocianina aislada en este genotipo.

2.5.2. Dindmica de acumulacion de antocianinas en cada 6rgano de la planta
2.5.2.1. En las vainas y laminas foliares

En los genotipos pigmentados estudiados, los primeros 6rganos que iniciaron la
sintesis de antocianinas en la planta de maiz fueron las vainas y las laminas foliares,
especialmente durante el inicio del ciclo del cultivo la pigmentacion se observo en las
vainas mas desarrolladas y de mas edad.

Las vainas foliares se mantuvieron pigmentadas durante todo el periodo de evaluacion,
iniciando claramente la acumulaciéon de antocianinas a partir de 30 dds; posteriormente
la pigmentacion fue gradual de manera que entre 70 y 77 dds la pigmentacion se habia
expresado plena y notoriamente en todas las vainas de la planta de las poblaciones
pigmentadas (Figura 9) y fue perceptible en estas poblaciones hasta 138 dds (Figura
9c), momento en que las vainas se encontraban ya secas, porque habia terminado el

ciclo del cultivo.

Poblacién no pigmentada Poblacién pigmentada

N1 -
i -

Figura 9. Contraste en pigmentacién entre las vainas foliares de la poblacion de planta
verde (no pigmentada) y de una poblacién pigmentada, en tres periodos distintos del
ciclo del cultivo.
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La dinamica de acumulacion de antocianinas en la planta ocurrié en sentido acropeto;
es decir, que primero se pigmentaron las vainas foliares ubicadas en la base de la
planta y al final las vainas foliares del apice; sin embargo, en cada vaina foliar se sigui6
otro patron de sintesis de antocianinas, ya que cada una inicié la pigmentacién en
sentido basipeto, comenzando desde la parte distal central hacia la parte basal;
conforme la pigmentacion fue avanzando hacia la base de la vaina también se fue
distribuyendo hacia los bordes de ésta hasta cubrir completamente la superficie de la
misma (Figura 10).
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Figura 10. Sentido de acumulacién de las antocianinas en las vainas foliares.
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En las laminas foliares la pigmentacidon también se presentd en sentido acropeto, de las
hojas de mayor edad hacia las mas jovenes. En la Figura 11 se muestra el sentido de
la pigmentacion que tuvieron las laminas foliares, aunque una descripcion mas
detallada se expone a continuacion: a 30 dds se observd una ligera pigmentacion en la
nervadura central que inicio en la parte proximal hacia la parte distal de la misma; a 45
dds la pigmentacién avanzé hacia el extremo distal (el 4pice) del limbo, concentrandose
nuevamente en la nervadura central y en una area reducida localizada al lado de la
nervadura central; a partir de 50 dds hasta 98 dds, ademas de incrementar la
pigmentacién en donde se menciond anteriormente, también se observé la presencia
de antocianinas en el borde del limbo (nuevamente, iniciando su aparicion desde la
base de la lamina). Entre 70 y 77 dds, se expuso y pigmenté la hoja bandera; en estos
muestreos fueron claros los distintos grados de expresividad (superficie del 6rgano que
estd pigmentada) que existen en este 6rgano, encontrandose poblaciones con laminas
foliares completamente pigmentadas (poblacion 2218 en los dos ciclos de evaluacion),
incluso en ambas superficies foliares: adaxial y abaxial (hecho que pudo observarse a

84 dds), mientras que en otras poblaciones, las antocianinas so6lo se concentraron en la
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nervadura central (poblacién 2656). En el periodo comprendido entre 77 y 98 dds se
observd que la intensidad de la pigmentacion fue mayor en las laminas foliares
ubicadas arriba de la mazorca, periodos que coincidieron con la floracién y el llenado
de grano.

Tanaka y Yamaguchi (1977) explican que en la planta de maiz, durante el periodo de
llenado de grano, las hojas que se ubican por encima de la mazorca juegan el papel
mas importante ya que traslocan los fotoasimilados de manera preferencial hacia los
granos; por lo tanto, se considera que este hecho podria explicar el por qué las hojas
superiores de la planta fueron las que méas se pigmentaron, ya que al tratarse de los
organos que actuan como fuente de fotoasimilados, y considerando que debido a la
incidencia de la radiacién, la planta debe desarrollar un mecanismo de defensa para
evitar el dafio de los cloroplastos; segun Eagles y Lothrop (1994) en algunas razas de
maiz originarias de los Valles Altos de México, las antocianinas implementan una
estrategia de proteccion para reducir la cantidad de radiacibn que llega a los
cloroplastos. Pietrinni et al. (2002) consideran que aunque aun se desconoce a ciencia
exacta el por qué se acumulan antocianinas en las hojas, en maiz puede tener como fin
aumentar la proteccién del aparto fotosintético, ya que observaron que en lineas de
maiz, las antocianinas se acumulan altamente en la superficie adaxial de la hoja; Gould
et al. (2000) sefalan que las antocianinas se encuentran localizadas en las vacuolas
del tejido fotosintético, en el mesofilo de empalizada y esponjoso, aunque como lo
sugieren Pietrinni et al. (2002) y Lee y Collins (2001), existe un mecanismo
dependiente de la radiacion que dirige la acumulacion de antocianinas en la superficie
de la hoja que se encuentra expuesta a ella, asi que, cuando la superficie abaxial se
expone directamente a la radiacion también puede producir antocianinas.

Ademas se observo que a 108 dds las hojas comenzaron a manifestar sintomas de
senescencia; es decir, se encontraron limbos deshidratados y que tornaron de una
coloraciéon verdosa o en este caso pigmentada hacia una coloraciéon café opaca. A 138

dds, las hojas estaban completamente muertas y secas.

47



Figura 11. Sentido de acumulacién de las antocianinas en las laminas foliares.

2.5.2.2. En el tallo

En el tallo, que es uno de los primeros 6rganos diferenciados en la planta de maiz, la
presencia de antocianinas se observo por primera vez a 57 dds, la pigmentacion inicio
en los entrenudos maduros Yy lignificados y avanzo6 hacia los mas jévenes de la planta
(en sentido acrépeto). En cada entrenudo la dindmica de acumulacion de antocianinas
comenzé desde la parte superior del entrenudo hacia la parte proximal; es decir, en
sentido basipeto (Figura 12). A partir de 70 dds los nudos comenzaron a pigmentarse,
de los mas cercanos a la superficie del suelo hacia la parte mas alta de la planta
(Figura 4d). Entre 57 y 77 dds fue evidente el avance de la pigmentacién en el tallo, y a
partir de 84 dds, todos los entrenudos del tallo se encontraron casi completamente
pigmentados. En general, la pigmentacion permanecio en las mismas condiciones (no
se observé un cambio de color) hasta 138 dds, fecha en que se realizé el ultimo
muestreo, inclusive, en este muestreo el tallo aun se encontré sin dafios ocasionados
por las condiciones ambientales, se infiere que pudo deberse a la lignificacion de la
epidermis (pues el tallo del maiz es lefioso) y a su contenido de antocianinas que le

sirvieron de proteccion contra microrganismos e insectos.

Figura 12. Sentido de acumulacion de las antocianinas en los entrenudos y nudos del
tallo.
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Cabe mencionar que se observd que en el tallo las antocianinas sélo se acumularon en
la epidermis lignificada, mas no en su interior; sin embargo, en ocasiones al realizar un
corte transversal de este drgano, pudo observarse la médula o los tejidos de
conduccioén pigmentados, lo cual se considera que fue el resultado de la translocacion

del pigmento o un efecto del corte del 6rgano durante su manipulacion.
2.5.2.3. En la inflorescencia masculina: espiga

A 30 dds la espiga aun no se encontraba diferenciada en la planta de maiz; fue hasta
45 dds cuando en la mayoria de las poblaciones estudiadas pudo ser identificada; en el
periodo comprendido entre 57 y 70 dds se observd que la espiga se fue pigmentando,
siendo 70 dds el momento en el que éstas se encontraron pigmentadas en casi todas
las poblaciones. Aunque hubo variaciones en la forma en la que se llevo a cabo la
dinamica de acumulacion de antocianinas en este 6rgano, se observé que
principalmente la direccion en la que inicio la pigmentaciéon de la espiga fue en sentido
basipeto, partiendo desde el &pice del eje principal o central (Figura 13a); por el
contrario, las espiguillas que se fueron pigmentando en esta seccion de la espiga,
presentaron diversos patrones de pigmentacion como se muestra en la Figura 13b.

Figura 13. Sentido de acumulacion de las antocianinas en a) la espiga y b) en las
espiguillas. Las flechas azules indican el sentido de la acumulacién.

Por ejemplo, la poblacion 2651 que inicié la pigmentacion en el eje principal o central
de la espiga, pigmento a las espiguillas simultdneamente, tanto en el apice como en el

punto de insercion de cada espiguilla (Figura 14a), mientras que la poblacién 2218 (en
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ambos ciclos de evaluacion) inicio la pigmentacion de las espiguillas en el punto de
insercion y las glumas se pigmentaron desde la base hacia la punta (sentido acrépeto)
(Figura 14b).

Figura 14. Inicio de la pigmentacién en las espiguillas de maiz a) Pigmentacién
simultanea de el punto de inserciéon y el apice de las glumas, b) Pigmentacion en el
punto de insercién de la espiguillay posterior pigmentacidon de las glumas desde la base
hacia el 4pice.

A 70 dds pudo observarse que aproximadamente 70 % de la superficie de la espiga se
encontraba pigmentada, inclusive en las poblaciones de planta verde (2217 en ambos
ciclos de evaluacién y 2654) se observaron pequefios rastros de antocianinas en las

espiguillas.

A partir de 77 dds, que es el periodo aproximado en el que se presento la floracion en
los genotipos estudiados, la espiga se encontr6 completamente pigmentada, y hubo
casos en los que hasta las anteras también lograron acumular antocianinas (Figura 7a);
resulta interesante que hasta en esta diminuta estructura es posible que se lleve a cabo
la sintesis de antocianinas, por lo que nuevamente se sugiere que éstas aparecen
como un sistema de proteccion de los granos de polen. Siguiendo con el analisis del
ciclo del cultivo, se observé que entre 77 y 91 dds, las espigas permanecieron
completamente pigmentadas; sin embargo, en el siguiente muestreo (98 dds) éstas se
encontraron deterioradas (espigas deshidratadas, quebradizas y con una intensidad del
color disminuida). En el caso de las espigas pertenecientes a los genotipos de planta
verde, se observé en el mismo muestreo que el deterioro del érgano fue mas severo
gue en los materiales pigmentados, por lo que se considera que la presencia de

antocianinas, pudo ayudar a que las espigas pigmentadas se conservaran en mejores
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condiciones, por lo menos hasta 118 dds, ya que aunque a 108 dds comenzé a
observarse la degradacion del 6rgano, ésta fue evidente a partir de 118 dds donde la
coloracion morada se torné café. Finalmente, fue dificil definir visualmente si a 138 dds
aun habia presencia de antocianinas o si éstas se degradaron, tanto por las
condiciones ambientales como por la poca energia (fuente) enviada a este drgano, que

para ese entonces ya habia cumplido con su funcion.
2.5.2.4. En la inflorescencia femenina: jilotes, bracteas, olote, pedinculo y granos

La inflorescencia femenina del maiz esta representada en la planta por los jilotes, los
cuales, en las poblaciones evaluadas comenzaron a diferenciarse en los nudos
centrales del tallo a partir de 45 y 50 dds. Dichos 6rganos empezaron a pigmentarse a
partir de 70 dds e iniciaron desde las bracteas externas de los jilotes mas cercanos a la
base de la planta hacia los mas jovenes (sentido acropeto); sin embargo, al igual que
en otros érganos, como se muestra en la Figura 15a, cada jilote se fue pigmentando del
apice hacia la base del mismo (sentido basipeto). Entre 77 y 84 dds, los jilotes
sobresalieron de entre el tallo y la vaina foliar, siendo este periodo en el que los jilotes
inferiores al que formaria a la mazorca se encontraron en las mejores condiciones,
posteriormente, a 91-98 dds se observo una degradacion gradual en la pigmentacion
de ellos y a partir de 108 dds fue evidente que estos 6rganos se fueron deteriorando,
ya que desde este muestreo la pigmentacion de los jilotes se tornd café, encontrandose

en mal estado a los 138 dds.

En el caso del jilote superior, a partir de 70 dds se pudo disecar y observar cual fue la
dindmica de acumulacién de antocianinas en los distintos 6rganos que lo conformaron
(bracteas, olote, pedunculo y granos). En las bracteas la pigmentacion comenzo 70
dds, la cual se concentré en el apice de las mismas; la acumulacion de antocianinas se
dio en sentido basipeto y ocurrié primero en las bracteas externas hacia las internas del
jilote (Figura 15b), este evento fue mas claro a partir de 77 dds en la mayoria de las
poblaciones, inclusive, se observo que la presencia de dafios ocasionados por factores
bidticos como el gusano elotero pueden desencadenar la acumulacién de antocianinas
alrededor del tejido afectado. A 84 dds, la pigmentacion siguié avanzando en el mismo
51



sentido y fue siendo mas evidente en las bracteas internas; inclusive, en la poblaciéon
2223, caracterizada como de planta verde y grano pigmentado, en este muestreo y
organo expreso rastros del inicio de una ligera pigmentacion. A partir de 91-118 dds la
presencia de antocianinas en las bracteas de los genotipos pigmentados fue intensa y
se conservo durante dicho periodo; sin embargo, a 118 dds en los genotipos de planta
verde fue innegable el deterioro de estas hojas modificadas, las cuales se mostraron
deshidratadas y con una coloracion tipica de los 6rganos senescentes (café paja). A
138 dds, la mayoria de las bracteas pertenecientes a los maices pigmentados se

encontraron en un estado regular, conservando la pigmentacion.

b)

~

- P ” L
Bracteas externas Bracteas internas

Figura 15. Sentido de acumulaciéon de antocianinas en a) jilotes y b) bracteas de la
mazorca. Las flechas azules indican el sentido de la acumulacién, mientras que la flecha
negraindica que inicia en las bracteas externas hasta llegar a la mas interna.

En el caso del olote la pigmentacion inici6 entre 77 y 84 dds en la mayoria de las
poblaciones evaluadas, en coincidencia con su alta tasa de crecimiento como
consecuencia de la fecundacion y desarrollo del grano; el sentido de la pigmentacién
fue desde la base del olote hacia el apice (sentido acrépeto) y solamente se localiz6 en
la periferia del eje de la espiga del olote (copillas y glumas), ya que la médula o el

centro del mismo no acumulo el pigmento (Figura 16).
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Figura 16. Sentido de acumulacién de las antocianinas en el olote.

Desde 91 hasta 138 dds se observdé que este dérgano se mantuvo en buenas

condiciones y conservé e incremento la intensidad de la pigmentacion.

En el pedunculo, a partir de 77 dds se comenzd a observar pigmentacion en cada
porcidbn que conformd a este Organo, inclusive, comenzd a pigmentarse desde la
porcidbn mas madura ubicada en la base (en insercion con el tallo) hacia la mas joven;
sin embargo, cada porcion se fue pigmentando desde la parte superior hacia la base
(Figura 17). El pedunculo se conservo en buen estado hasta 138 dds y se mantuvo la
intensidad de la pigmentacién. En cortes transversales y longitudinales, se observé que

el pigmento so6lo se acumulo en la epidermis del érgano.

Figura 17. Sentido de acumulacién de las antocianinas en el pedunculo.

Finalmente, en el grano, aungque se observé que inicié su crecimiento a partir de 77 y
84 dds, con esta frecuencia de muestreo no fue posible detectar el periodo especifico

en el que inicié la acumulacion de antocianinas, asi como tampoco pudo identificarse si
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los granos ubicados en la base de la mazorca o en el apice comenzaron a pigmentar
primero; sin embargo, si se pudo observar que cada grano comenz6 a pigmentarse
entre 98 y 138 dds desde su 4pice ubicado en el area central del grano hacia su base;
es decir, en sentido basipeto (Figura 18), principalmente en el lado opuesto al embrion,
tal como lo sefalan Espinosa et al. (2009).

Figura 18. Sentido de acumulacién de antocianinas en el grano.

2.5.3. Patrones de acumulacion de antocianinas en poblaciones contrastantes en

pigmentacién

En este estudio se observo que los maices pigmentados siguieron un patrén definido
de acumulacién de antocianinas y un determinado sentido de acumulacion en cada uno
de los 6rganos de la planta. Inclusive, se sugiere que aunque estas poblaciones han
sido seleccionadas por métodos clasicos de mejoramiento genético (seleccion familial y
recombinacion), para expresar la pigmentacion, la sintesis de antocianinas en la planta
de maiz no tiene como principal funcion el atraer polinizadores, como sugieren que
ocurre generalmente en las plantas angiospermas (Ming et al., 2003; Blank, 1947),
pues se trata de una planta albgama que produce una gran cantidad de polen, sino que
mas bien, las antocianinas podrian estar desempefiando como funcion principal la
accion de un mecanismo de proteccion, para evitar los dafios ocasionados por la

radiacion ultravioleta y la fotoinhibicion.

Ademas en las poblaciones de planta verde se observo que en determinado periodo

del ciclo fenologico mostraron trazas de pigmentacion en algunos o6rganos. Por

ejemplo, en la poblacién 2217, las vainas y la espiga fueron ligeramente pigmentadas

(la intensidad del pigmento fue tenue y su distribucion en la superficie de los érganos

fue restringida a una area especifica del érgano), mientras que la poblacion 2223 logro
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pigmentar ademas de las vainas y las espigas, también al tallo y las bracteas de los
jilotes, por lo que se soporta la hipotesis de que la sintesis y la acumulacién de
antocianinas son fuertemente influenciadas por factores ambientales, los cuales
conllevan a la activacion de los genes responsables de la pigmentacion (seguramente
contenidos en el genoma de estas poblaciones) desencadenando la biosintesis del
pigmento; sin embargo, cabe resaltar que aunque las poblaciones lograron pigmentar

ligeramente al tejido, el aspecto de la planta (solo con la resolucion ocular) fue verde.

2.6. CONCLUSIONES

Pese a que en diversas especies angiospermas ha sido dificil determinar cual es el
patron de sintesis y acumulacion de antocianinas, en maiz pigmentado fue posible

especificar que si existe dicho patrén en la planta y en cada uno de sus érganos.

En las poblaciones de maices pigmentados evaluadas, los érganos de la planta de
maiz que iniciaron la pigmentacion fueron las vainas foliares, seguidas por las laminas
foliares, el tallo, la espiga, los jilotes inferiores, las bracteas del jilote superior o
mazorca, el pedunculo; los ultimos 6rganos que sintetizaron antocianinas fueron el

olote y el grano.

Los dérganos de la planta de maiz pueden presentar dos sentidos de acumulacion de
antocianinas: basipeto en las vainas foliares, espiga, tallo, jilotes inferiores, bracteas
del jilote superior o mazorca, pedunculo y grano; y acropeto en las laminas foliares y el
olote.

Durante el ciclo del cultivo por la exposicidbn a diversos factores ambientales la
pigmentacién en las laminas foliares, la espiga y los jilotes inferiores se ve afectada
reduciendo su intensidad en dichos érganos, mientras que en las vainas foliares, el
tallo, las bracteas del jilote superior o mazorca (especialmente las bracteas internas), el
pedunculo, olote y el grano, se observa que conservan sin drasticos cambios, la

coloracion que les confiere las antocianinas aun a 138 dds.
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CAPITULO Il

CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS TOTALES EN LA PLANTA DE MAIZ Y
VALORACION DE SU POTENCIAL DE PRODUCCION

3.1. RESUMEN

Es reconocido que el maiz pigmentado tiene potencial para acumular antocianinas en
todos los 6rganos de la planta; sin embargo, para saber si su produccidon es sustantiva
y equivalente o superior a la de otros cultivos empleados para la extraccion comercial
de este flavonoide, es necesario determinar la cantidad de antocianinas que produce
por unidad de superficie y por cada uno de los érganos que conforman a la planta de
maiz. Con la finalidad de valorar el potencial de produccion de antocianinas de las
poblaciones de maiz pigmentado desarrolladas en el Programa de mejoramiento
genético de maiz de Fisiotecnia Vegetal-Genética del Colegio de Postgraduados,
durante el ciclo agricola primavera-verano 2010 se evaluaron cuatro poblaciones
contrastantes en pigmentacion, las cuales fueron muestreadas en cuatro ocasiones
durante la etapa reproductiva del cultivo, para cuantificar las antocianinas totales
acumuladas en cada uno de los 6rganos de la planta. Se encontré que las bracteas de
la mazorca y las vainas foliares fueron los érganos con mayor potencial para la
acumulacion del pigmento; también, se observo que las antocianinas se degradaron
conforme finaliz6 el ciclo biolégico de la planta, por lo que el periodo de cosecha mas
indicado para la obtencion de los rendimientos maximos de antocianinas por unidad de
superficie fue a 118 dias después de la siembra, momento en el que se obtuvieron 48.7
kg ha’ en la poblacién completamente pigmentada, 40.5 kg ha™ en la de planta
pigmentada-grano no pigmentado y 2.0 kg ha® en la de planta verde y grano

pigmentado

Palabras clave: Zea mays L., antocianinas totales, 6rganos, potencial de produccion

de antocianinas.
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3.2. INTRODUCCION

El descubrimiento y reconocimiento de las valiosas propiedades que poseen las
antocianinas para la salud humana ha incentivado que en cultivos basicos como el
arroz, trigo y maiz, que son la base de la dieta alimentaria del hombre, se busque
incrementar su contenido (Bustos et al., 2012).

Ya que el maiz es el pilar de la dieta alimentaria de las poblaciones de paises en vias
de desarrollo como México, Latinoamérica y Africa (Dowswell et al., 1996) en donde el
consumo anual per capita oscila entre 50 (Macias, 2000) y 145 kg (SNIIM, 2007); y
considerando que existe gran variabilidad genética en este cultivo (Sanchez et al.,
2000) que incluye a diversas coloraciones del grano: blanco, amarillo, rojo, morado,
café, azul, etc. (Espinosa et al., 2006); es evidente que existe demanda y potencial
suficiente para la obtencion de poblaciones, variedades sintéticas e hibridos que
contengan una mayor cantidad de antocianinas, no solo en el grano sino en todos los
organos de la planta (Li et al., 2008). Al respecto, Yang et al. (2009) sefalan que el
maiz morado o pigmentado es una variedad de maiz originalmente cultivada en
Latinoamérica, inclusive Yang y Zhai (2010b) mencionan que los extractos de esta
especie contienen una gran cantidad de antocianinas, que por su naturaleza quimica y
comparadas con las antocianinas obtenidas de otros cultivos como la zarzamora, son
mas estables bajo condiciones de extraccién de alta temperatura (mayores a 120 °C
por tres horas) (Yang et al., 2008b), por lo que es posible incluirlas en la elaboracion de
diferentes productos alimenticios, reduciéndose con ello las pérdidas de la
concentracion por efecto del procesamiento. También, diversos cientificos han descrito
qgue las antocianinas del maiz pueden ser utilizadas como colorantes o bien ser
aprovechadas en la industria nutracéutica por sus propiedades como antioxidante
(Cuevas et al., 2008), actividad antimicrobiana y capacidad antiproliferativa de células
cancerigenas (Zhao et al., 2009), para el efecto antiobesidad y por conferir una

reduccion y control de la hiperglucemia (Yang et al., 2008a).

Con la finalidad de valorar el potencial de la planta de maiz para producir antocianinas,
en esta investigacion se cuantifico el contenido de antocianinas totales en cada 6rgano
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de la planta en cuatro periodos correspondientes a las fases fenoldgicas de la etapa
reproductiva de la planta, que es cuando se presenta con mayor intensidad la

acumulacion del pigmento en toda la planta.
3.2.1. OBJETIVO GENERAL

Valorar el potencial productivo de las poblaciones de maiz pigmentado mediante la
cuantificacion de las antocianinas totales acumuladas en los érganos de la planta y en

diferentes fases de la etapa reproductiva.
3.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la cantidad de antocianinas acumuladas en los diferentes 6rganos de la

planta de maiz por medio de la cuantificacion de las de antocianinas totales.

Identificar a los 6rganos de la planta que tienen mayor potencial para acumular

antocianinas en sus tejidos.

Establecer el periodo éptimo de cosecha de las plantas para obtener el rendimiento

maximo de antocianinas.
Definir si las antocianinas se conservan hasta el final del ciclo biolégico del cultivo.
3.2.3. HIPOTESIS

El maiz tiene potencial para acumular antocianinas en todos los érganos de la planta;
los extractos del maiz pigmentado son ricos en este compuesto por lo que de su cultivo
se alcanzan rendimientos superiores a los de otras especies importantes para la

produccion comercial del pigmento.

Aungue todos los 6rganos de la planta de maiz pueden sintetizar antocianinas, la
cantidad acumulada es distinta entre ellos, y son las bracteas y las vainas foliares los

organos que producen los rendimientos superiores.
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3.3. REVISION DE LITERATURA

Después de que se identifican nuevas especies vegetales con potencial para la
produccién comercial de antocianinas, el siguiente paso es corroborar su potencial,
para lo cual se plantea la realizacion de un andlisis metabolémico de la fuente de
pigmentos, el cual segun Hye y Verpoorte (2010) contempla la preparacion de la
muestra, la obtencidbn de los datos mediante métodos quimicos-analiticos y su

cuantificacion utilizando métodos quimico-métricos apropiados.

Se considera que la preparacion de la muestra es un paso critico de la metodologia,
pues tiene efectos importantes sobre el metabolito aislado y la exactitud de los
resultados; es necesario que todas las practicas que se involucran en el proceso se
realicen con mucha precaucién. Asi, la preparacion de la muestra implica que la colecta
del material se haga rapidamente y que de inmediato se someta a congelamiento, para
evitar la degradacion u oxidacion del metabolito de interés, o bien, que la muestra se
deshidrate, ya que el agua que contienen los tejidos provee el medio perfecto para que
se desarrollen reacciones enzimaticas que degradan a los metabolitos. También, en
esta fase es importante considerar la etapa fenolégica del cultivo, el tipo de 6rgano y la
hora del dia en que se colecta la muestra, ya que en estas situaciones la concentracion

del metabolito puede ser variable.

En diversos estudios en los que las sustancias de interés han sido las antocianinas, se
sugiere preparar la muestra de la siguiente forma: cuando el tejido vegetal tiene alto
contenido de humedad (especificamente para el andlisis en frutillas) se recomienda
congelarlo a -18 °C (Pliszka et al., 2008); pero si la muestra es sélida, ésta se pulveriza
después de haberla deshidratado en una secadora a 50 °C. Yang et al. (2009)
estudiaron el contenido de antocianinas en granos de maiz azul y Yang et al. (2008a)
en el olote de la mazorca de maiz pigmentado, para lo cual las muestras fueron
pulverizadas, cernidas y conservadas en frascos de vidrio color ambar a 4 °C de
temperatura con menos de 12 % de humedad. Xu et al. (2010) extrajeron antocianinas
de col roja utilizando la metodologia descrita anteriormente, aunque con una

modificacion en la molienda de las muestras, las cuales fueron pulverizadas durante un
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minuto con intervalos de 10 segundos para evitar su sobrecalentamiento, ya que como
lo indican Wang y Xu (2007), el exceso de calor puede ocasionar la degradacion del

flavonoide.

Una vez que la muestra ha sido debidamente preparada, el siguiente paso es la
extraccion de los metabolitos; en este proceso es importante considerar las
caracteristicas del solvente, la proporcion solido-volumen del solvente y de la muestra,
la duracién de la extraccion y el nivel de temperatura; también es deseable que la
extraccion no sea un proceso complejo o peligroso, que requiera el menor tiempo y que

no sea costoso (Giusti y Jing, 2008).

Dado que las antocianinas son compuestos organicos solubles en agua y pueden ser
facilmente extraidas utilizando solventes polares (Ming et al., 2003), la técnica mas
utilizada en este proceso ha sido la extraccion con solventes, en la cual se han
empleado varios compuestos organicos como etanol, metanol, acetona, acetonitrilo,
acido trifluoroacético, diclorometano, dicloroetano, hexano, alcohol y/o sus mezclas
acuosas (Sowbhagya y Chitra, 2010; Cacace y Mazza 2003; K&hkdnen et al., 2001;
Garcia et al., 1998). Asimismo, se ha observado que este tipo de solventes generan
condiciones de pH bajos (acidos) en los cuales las antocianinas tienden a mantenerse
en un estado estable, y por lo tanto, los estudios de cuantificacién y caracterizacion,
entre otros, proveen resultados mas exactos y confiables (Kong et al., 2003; Macheix et
al., 1990).

Comunmente la extraccidon de antocianinas se lleva a cabo con etanol con una
pequefia cantidad de acido clorhidrico (HCI) o acido férmico (CH,0;) con el propésito
de obtener el cation flavilio, mismo que en condiciones acidas se estabiliza y previene
la degradacion de compuestos no acilados (Longo y Vasapollo, 2006). Kong et al.
(2003) sefialan que también es frecuente el uso de metanol, en combinacion con HCl y
CH,0,, incluso Xu et al. (2010) indican que la extraccidén de este pigmento con metanol
es 20 % mas efectiva que con etanol y 73 % mas efectiva que si se usa agua como

solvente; Garcia et al. (1998) apuntan que también es adecuado utilizar acetona como
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solvente para la extraccion de antocianinas, ya que ésta es mas eficiente y reproducible

gue el metanol y el etanol, y evita la formacion de pectinas (artefactos).

En los ultimos afios se han desarrollado nuevos y mas sofisticados métodos de
extraccion (Mercadante y Bobbio, 2008); por ejemplo, la extraccion enzimatica que
consiste en tratar al tejido previamente triturado y pulverizado con una enzima que sea
capaz de romper las paredes de las células vegetales y asi permitir la liberacion de los
pigmentos contenidos en ellas (Sowbhagya y Chitra, 2010). En uvas (Vitis vinifera L.),
utilizando la enzima pectinasa se ha incrementado el rendimiento de antocianinas entre
10 y 30 % en comparacién con los métodos de extraccion tradicionales (Bakkar et al.
1999; Nicoloni y Mattivi, 1997); en fresas (Fragaria spp.), utilizando una mezcla de
pectinasa y proteasa (1:1), el rendimiento se incrementd 28 % (Flores y Heatherbell,
1984). Otra enzima empleada para la extraccion de antocianinas es la celulasa.

La extraccion de antocianinas con dioxido de carbono a alta presién también ha dado
resultados positivos en cuanto al rendimiento final del pigmento; sin embargo, ain no
se reportan valores especificos de tales rendimientos ya que se siguen estudiando las
condiciones en que esta técnica pueda funcionar éptimamente; no obstante Xu et al.
(2010) sefalan que el rendimiento de antocianinas se incrementa bajo condiciones de

alta temperatura, alta presion y menor concentracion de dioxido de carbono.

Utilizando microondas en la extraccion, se ha registrado que el rendimiento de
antocianinas méas alto (185.1 mg 100 g™ de olote) obtenido con esta técnica ha sido
alcanzado bajo las siguientes condiciones: el tiempo de extraccion de 19 minutos, la
proporcién sélido-liquido de 1:20 e irradiacion por microondas de 555 W (Yang y Zhai,
2010a).

En el caso del maiz pigmentado, Yang et al. (2009) realizaron la extraccion de
antocianinas contenidas en los granos de maiz azul utilizando 1 N de HCI al 95 %
etanol (15:85, v/v) como solvente, evaluando al mismo tiempo distintas temperaturas de
extraccion (entre 30 y 70 °C), tiempos de extraccion (desde 60 hasta 120 min) y
diferentes proporciones solido-liquido (entre 1:20 y 1:40). Los resultados indican que el
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rendimiento mas alto de antocianinas extraidas de los granos de maiz azul (6.02 mg g
!y fue obtenido a 70 °C, con el tiempo de extraccién de 73 min, y con la proporcién
soOlido-liquido de 1:25, en donde el factor que mas afectd el rendimiento de
antocianinas fue la temperatura, considerandose que la temperatura Optima de
extraccion fue de 50 °C. También determinaron que con dos extracciones consecutivas
del pigmento es posible obtener 94.31 % del total de las antocianinas contenidas en la
muestra del maiz azul. Para la extraccion y determinacion de antocianinas, tanto de los
granos como del olote de maiz, la metodologia de Yang et al. (2009) utiliza un tamafio
de muestra equivalente a 1 g de harina. En el proceso de extraccion del pigmento de
los granos, la muestra se coloca en un matraz conico de 50 ml al que se le agrega 1.5
N de HCI-95 % etanol (15:85 v/v), con diferentes proporciones de soélido-liquido (1:15-
1:40). La mezcla se coloca en un bafio termostatico a una temperatura entre 20-70 °C
por un tiempo entre 30-180 min, y es centrifugado a 4000 rpm durante 15 minutos. El
sobrenadante es colectado y transferido a un matraz de 50 ml para la determinaciéon del

rendimiento de antocianinas.

Para la extraccion y determinacion de las antocianinas del olote pigmentado, la muestra
también es colocada en un matraz conico al que se le adicionan 50 ml de una mezcla
de solvente/agua por 24 h a 4 °C. Los extractos de antocianinas se obtienen al filtrar el
contenido del matraz conico a través de papel Whatman No. 1 y ese extracto se

almacena en condiciones de oscuridad a una temperatura de 4 °C.

Como parte final del analisis metaboldomico se lleva a cabo la cuantificacion de
antocianinas totales, la cual generalmente se calcula por el método de
espectrofotometria propuesto por Francis (1989) que expresa el rendimiento en mg g*

y se calcula aplicando la siguiente ecuacion:

_Aszo - FD

AT
98.2

Donde AT es el contenido de antocianinas totales, Aszo es la absorbancia registrada en
la muestra diluida, FD es el factor de dilucion y el factor 98.2 es el valor de la absorcion

molar (coeficiente de extincion) de la cianidina-3 glucésido para el solvente acido-etanol
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y se refiere a la absorcion de una mezcla de antocianinas de arandano en acido-etanol,

medidas en una celda de 1 cm a 530 nm, a una concentracion equivalente a 1 % (w/v).

Otro método que frecuentemente se utiliza para determinar el contenido de
antocianinas totales es el descrito por Giusti y Wrolstad (2001) basado en las
diferencias de absorbancia de las antocianinas a pH = 1 y pH = 4.5. Con la siguiente
ecuacion se calcula la concentracion de antocianinas monomericas que se expresa en

mg L™

_ (A)(MW)(DF)(1000)
B (e)(1)

Donde Am es el contenido de antocianinas monoméricas, A es la absorbancia de la
muestra diluida, MW es el peso molecular de la antocianidina mas abundante, DF es el

factor de dilucién y € es la absorcion molar o coeficiente de extincion.

Abdel y Hucl (1999) proponen un método para la cuantificacion de antocianinas totales
en cereales, en el cual también se realizan lecturas de absorbancia con un
espectrofotometro y utilizan la siguiente formula de la cual el rendimiento de

antocianinas se obtiene en mg kg™.

ar = (%2) oo P ) (10

Donde AT es el contenido de antocianinas totales, Ab es la absorbancia del extracto, ¢
es el coeficiente de extincién de la cianidina 3-glucésido (25965 cm™ mol™), Ve es el
volumen total del extracto (ml), PM es el peso molecular de la cianidina 3-glucésido y

Ph es el peso total de la harina de cada muestra (g).

En el Cuadro 1 se presentan los rendimientos de antocianinas totales (AT) que se han
reportado para distintas especies, en donde se observa que el contenido de AT mas
elevado se ha sido obtenido en Glycine max L. (2 g-100 g*); en frutillas como el

arandano y la zarzamora las AT varian entre 0.5 y 0.7 g-100 g y en los granos de
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cereales desde 0.0007 hasta 0.32 g-100 g*, asimismo puede apreciarse la gran

diversidad de especies que estan siendo estudiadas.

Cuadro 1. Contenido de antocianinas totales en distintas especies vegetales.

Antocianinas totales

Fuente de extraccion (g 100 g) Autor
Soya negra (Glycine max L.) 2.00 Raghvendra et al. (2011)
Aronia spp. (Fruto) 1.48 Wu et al. (2006)
Berberis buxifolia 0.752 Arena et al. (2010)
Uva 0.75 Clifford (2000)
Zarzamora 0.70 Arozarena et al. (2002)
Col morada 0.322 Mercadante y Bobbio (2008)
Acai 0.32 Raghvendra et al. (2011)
Arandano 0.23-0.5 Mercadante y Bobbio (2008)
Sambucus nigra 0.20-1.00 Bridle y Timberlake (1997)
Berenjena 0.086 Mercadante y Bobbio (2008)
Zarzamora 0.067-0.23 Wang y Xu (2007)
Zanahoria morada 0.005-0.174 Mercadante y Bobbio (2008)
Jaboticaba 0.0044-0.0163 Montes et al. (2005)
Trigo morado 0.0034-0.05 Bustos et al. (2012)
Papa morada 0.002-0.04 Mercadante y Bobbio (2008)
Musa paradisiaca (bracteas de laflor) 0.032 Pazmifio et al. (2001)
Uva 0.25 Bridle y Timberlake (1997)
Cereales 0.0007-0.3276 Abdel et al. (2006)
Ribes uva crispa (Fruto) 0.0007 Wu et al. (2006)

En el Cuadro 2 se concentran los resultados de investigaciones enfocadas a la
cuantificacion de antocianinas totales en diversos 6rganos de la planta de maiz, siendo
el grano el mas estudiado, cuyos contenidos de AT reportados son mayores en maices
criollos que en maices mejorados (Salinas et al., 2010) y pueden tener valores entre
0.0127y 1.78 g 100 g*.

Wang y Zeng (2009) desarrollaron un hibrido pigmentado denominado Zhuo-Zi No. 1, el
cual presentan como un material con excelentes caracteristicas agronémicas, que fue
formado a partir de progenitores altamente endogamicos, con alta aptitud combinatoria
general y especifica, etc., y que hasta el momento pareciera ser el Unico material en el

gue se ha reportado la cuantificacion de AT en todos los 6rganos que lo componen.
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Cuadro 2. Contenido de antocianinas totales en diferentes 6rganos de la planta

de maiz.

Fuente de extraccién

Antocianinas totales

Autor

(9-100 g™)
Bracteas 17.3-18.9 Li et al. (2008)
Bracteas 2.228 Wang y Zeng (2009)
Espiga 1.007 Wang y Zeng (2009)
Vainas foliares 0.869 Wang y Zeng (2009)
Estigmas 0.268 Wang y Zeng (2009)
Grano maices criollos 0.04-0.09 Salinas et al. (2010)
Grano maices mejorados 0.04-0.068 Salinas et al. (2010)
Grano rosa 0.0127 Zhao et al. (2008)
Grano morado "Shaman" 0.023 Abdel et al. (2006)
Grano morado 0.029 Jing y Giusti (2007)
Grano morado (EUA) 0.0307 Pozo et al. (2006)
Grano morado (México) 0.054 Salinas et al. (2005)
Grano morado (Chino) 0.0558 Yang y Zhai (2009)
Grano morado (México) 0.072 Pozo et al. (2006)
Grano morado 0.106 Wang y Zeng (2009)
Grano morado (México) 0.115 Salinas et al. (2005)

Grano rojo

Grano azul

Grano morado (Canada)
Grano rojo carmesi
Grano morado intenso
Grano negro

Grano morado

Grano morado

Grano morado

Olote

Olote (Chino)

Olote

Olote

Olote

Tallo y hoja bandera

0.0057-0.1269
0.0154-0.03717
0.127

0.1493

0.256

0.34
0.584-1.33
1.642

1.78

0.068

0.0923

0.185

0.59

0.728

0.023

Espinosa et al. (2009)
Espinosa et al., (2009)
Pozo et al. (2006)
Zhao et al. (2008)
Zhao et al. (2008)
Zhao et al. (2008)
Jing y Giusti (2007)
Cevallos y Cisneros (2003)
Li et al. (2008)

Yang et al. (2008a)
Yang y Zhai (2009)
Yang y Zhai (2010a)
Yang et al. (2009)
Wang y Zeng (2009)
Wang y Zeng (2009)
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3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Material genético y sitio experimental

Durante el ciclo agricola Primavera-Verano de 2010, se evaluaron cuatro poblaciones
de maiz contrastantes en pigmentacion: planta completamente pigmentada (PP-GP),
planta pigmentada en todos sus 6rganos, excepto en el grano (PP-GnP), planta verde
con grano pigmentado (PV-GP) y planta completamente verde (PV-GnP), las cuales
fueron obtenidas a partir de maices nativos de México en el programa de mejoramiento
genético de maiz de Fisiotecnia Vegetal-Genética, del Colegio de Postgraduados. La
finalidad del ensayo consistié en valorar el potencial productivo de antocianinas de
dichas poblaciones por medio de la cuantificacion de antocianinas totales acumuladas
en cada uno de los 6rganos de la planta en diferentes momentos de la etapa
reproductiva del cultivo. La poblacion PV-GnP Unicamente fue utilizada como testigo de

planta sin antocianinas.

El experimento se establecid en el Campo Agricola Experimental Montecillo, del
Colegio de Postgraduados en el municipio de Texcoco, Edo. de México, ubicado a 19°
29 latitud norte y 98° 53’ longitud oeste, con una altitud de 2250 msnm, con
temperatura y precipitacion media anual de 15 °C y 645 mm, respectivamente (Garcia,
1988).

El cultivo se desarroll6 bajo condiciones de riego con una densidad de siembra de
65000 plantas ha™; el manejo consisti6 en una dosis de fertilizacién de 80-60-00,
administrando todo el fésforo y la mitad del nitrégeno a la siembra y el resto durante el
segundo aporque y el control de maleza se realizé con base en las recomendaciones

de la region.

Durante la etapa reproductiva final de la planta; es decir, durante el llenado de grano,
se realizaron cuatro muestreos a 98, 108, 118 y 138 dias después de la siembra (dds),
en los cuales se colectaron 3 plantas representativas de cada poblacion y se disecaron

en fresco en cada uno de sus 6rganos (tallo, laminas foliares, vainas foliares, bracteas
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de la mazorca, pedunculo, olote, jilotes inferiores, espiga y grano) con el fin de tomar
una muestra representativa de cada 6rgano y realizar a partir de éstos la determinacion

del contenido de antocianinas totales.

En el caso de las vainas foliares la muestra de tejido se obtuvo haciendo un corte
longitudinal desde la parte distal central hacia la base (Figura 19a) conservando la
porcidén central de tejido (Figura 19b), mientras que en las laminas foliares primero se
hizo un corte longitudinal al lado de la nervadura central y posteriormente a esta
porcion de la lamina se le elimind el tejido més préximo al borde de la hoja y a la

nervadura central para obtener una tira longitudinal del tejido.

En el tallo y en el pedunculo la muestra se obtuvo al hacer un corte tangencial como se
sefiala en la Figura 20a, mientras que en la espiga, los jilotes inferiores, las bracteas de
la mazorca y el olote, la muestra se consiguié al hacer un corte longitudinal en la parte

central del érgano (Figura 21).

Finalmente, dado que la pigmentacion en el grano no se presenté con un patrén
uniforme; es decir, que hubo variacion entre las plantas de una poblaciéon debida a su
constitucion genética, entre muestreos e inclusive dentro de una sola mazorca, se
decidié tomar en cada muestreo entre 10 y 15 granos que tuvieran la misma tonalidad

para asi realizar la determinacion del contenido de antocianinas.

d

Figura 19. Obtencion de muestras de vainas y laminas foliares de maiz para la
cuantificacion de antocianinas totales. Las lineas punteadas indican el sitio donde se
realizo el corte y el recuadro anaranjado el tejido colectado para analisis bioquimico. a) y
b) vaina foliar; c) y d) lamina foliar.
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Figura 20. Obtencién de muestras del tallo y pedinculo de maiz para la cuantificacién de
antocianinas totales. Las lineas punteadas indican el sitio donde se realiz6 el corte y el
recuadro anaranjado el tejido colectado para andlisis bioquimico. a) corte tangencial; b)

y ¢) entrenudo del tallo; d) y e) pedunculo.

Figura 21. Obtencién de muestras de la espiga, jilotes inferiores, bracteas de la mazorca.
Las lineas punteadas indican el sitio donde se realiz6 el corte y el recuadro anaranjado la
muestra de tejido colectada para andlisis bioquimico. a) y b) espiga; c) y d) jilote inferior;

e) y f) bracteas; g) y h) olote.
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3.4.2. Preparacion de la muestra

Las muestras de tejido (MT) de los nueve érganos y el resto de la biomasa de cada
organo de la planta (BP) fueron colocadas por separado en bolsas de papel
previamente perforadas e identificadas, con la informacién referente al genotipo,
muestreo, 6rgano y planta, con el fin de deshidratarlas en una estufa de secado
Riossa® HCSD-82 a 50 °C durante 72 h. Posteriormente, tanto las MT como la BP
fueron pesadas en una bascula Tecnocor® PEN-300-PC (centésimas de aproximacion)
para que al sumar ambos valores de peso seco se pudiera obtener la biomasa total de

cada 6rgano y de la planta completa en g.

Las MT de cada o6rgano (tallo, laminas foliares, vainas foliares, bracteas de la mazorca,
pedunculo, olote, jilotes inferiores, espiga y grano) se redujeron en tamafo al triturarlas
en un mortero, al cual se le agreg6 nitrégeno liquido en cantidad variable (dependiendo
de la dureza del 6rgano; por ejemplo, en los granos se utilizaron 5 ml mientras que para
reducir el tamafio del olote se utilizaron 20 ml, aproximadamente) con el fin de
congelarlas y facilitar su fragmentacion o bien, los 6rganos se cortaron en trozos
pequefios con tijeras, como en las laminas y vainas foliares. Después de obtener un
tamafio de particula que pudiera introducirse facilmente en la entrada del molino, cada
MT se pulverizé utilizando un molino eléctrico UDY® Cycle Sample Mill Modelo 3010-
014 (10 000 rpm) para obtener un tamafio de particula de 5 mm. Debido a que el
molino genera un flujo de aire durante el proceso de pulverizacion, no fue necesario
realizar la molienda considerando intervalos de tiempo, como lo sugieren Xu et al.
(2010), pues con este mecanismo se evitd el sobrecalentamiento de las aspas y la
posible degradacion de las antocianinas por el incremento de la temperatura; sin
embargo, fue necesario que después de la molienda de cada muestra se limpiara
cuidadosamente el molino, los contenedores de muestras y el filtro de aire utilizando
pinceles, un cepillo giratorio Pigeon® y una corriente de aire generada por una

secadora Conair® 1400.

Cada muestra pulverizada fue trasvasada a un frasco de vidrio transparente, el cual fue
sellado tanto con Parafilm® como con la tapa del contenedor; ademas, por el exterior se
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le cubrié con papel aluminio para evitar la exposicion a la luz y finalmente se almaceno
a4 °C.

3.4.3. Extraccion y cuantificacién de antocianinas totales

La extraccion y cuantificacion de antocianinas totales (AT) de los 6rganos de la planta
de maiz se realizd en el Laboratorio de Fitoquimica del Programa de Botanica, en el
Campus Montecillo, del Colegio de Postgraduados, ubicado en Montecillo, Texcoco,

estado de México.

Las antocianinas fueron extraidas por ultrasonido de la siguiente manera: las muestras
previamente pulverizadas y almacenadas en condiciones de oscuridad a 4° C, fueron
mezcladas homogéneamente con una espatula para obtener 20 mg (de los granos) o
25 mg (en el resto de los 6rganos evaluados), los cuales fueron pesados en una
bascula analitica Mettler® HK 160 y colocados en tubos Corning® de 15 ml; por cada
muestra (x 432 muestras) se obtuvieron tres repeticiones (Figura 22a). Posteriormente,
a cada tubo se le agreg6 etanol a 96 % y 1.5 N de acido clorhidrico (85:15 v/v)
utilizando las proporciones sdlido-liquido de 1:20 cuando la muestra fue equivalente a
20 mg (0.5 ml) y de 1:25 cuando fue de 25 mg (0.625 ml); inmediatamente los tubos
fueron colocados en un bafio de ultrasonido Ultrasonic cleaner Branson® B-220 durante
15 min, y a continuacién, fueron colocados en una centrifuga 5804 Eppendorf® a 5000
rom durante 15 min; después, el sobrenadante fue colectado en tubos de ensaye;
enseguida se repitié el proceso para llevar a cabo una segunda extraccién; es decir, se
siguieron los mismos pasos desde gue se agregd el solvente hasta la colecta del
sobrenadante, el cual finalmente fue concentrado junto con el obtenido durante la
primera extracciéon (el volumen de extraccion final fue 1.25 y 1.0 ml en la proporcién

1:25y 1:20, respectivamente).

La determinacion del contenido de antocianinas totales en los érganos de la planta de
maiz se llevd a cabo utilizando un espectrofotémetro Thermo Scientific® Multiskan
Spectrum en el cual se realizaron las lecturas de absorbancia de los extractos a 535
nm de longitud de onda. El procedimiento consisti6 en tomar con una micropipeta

Research Eppendorf®, una alicuota de 0.1 ml (100 ul) del extracto y depositarla en
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microplacas Costar® de 96 pozos; de cada extracto se colocaron tres repeticiones en la
microplaca; y para una muestra en la que no fue necesario diluir, se obtuvieron 9
lecturas de absorbancia (Figura 22d); sin embargo, hubo casos en donde la
pigmentacion del extracto fue tan intensa que los valores de absorbancia obtenidos
fueron superiores a 1.2 (el cual es el valor maximo al que se considera que se pueden
obtener resultados confiables), por lo que en consecuencia, se tuvo que diluir el
extracto inicial; o sea, el concentrado de las dos extracciones (Figura 22b), del cual se
tomo una alicuota de 0.1 mly se llevo a un volumen final de 10 ml o 25 ml en un matraz
aforado; asi, de una muestra original se hicieron 9 diluciones y de cada una se
colocaron tres repeticiones de 100 ul en la microplaca; para estos casos se tuvieron en

total 27 repeticiones de una sola muestra (Figura 22c).

Muestra original

= ~.

‘l-lll.-.l-l-l.lll-.----..-.--.-..m'.\!‘ll-I.

M, M,

da

w
Aansnmnn?®

eEENEENEEN

Oflllllllllllllnlullll 'l-llllllllllllll’ lln'
77

AN I\ AR
'-74..-..!..-....-..-.../;/-.\\-.\.\!-.-.-..-..-./-.--.\‘\-.-.

2606 600 600

/| | /| / / | / /|
-e Fl.l’ llqlllllllllll/l#lll‘lllll lllllllllhlllr IIJIIIII.

/e / | [ ‘ “J\ »/ «"' / r
‘ ‘13 / ® | ‘ ‘da /‘ ‘ J‘ \ | [ ] .‘3‘/’/ ‘. f \;

al a2 / yr/bs | d a2 | | |

euNEEEE,
sumnn?

>

(b ) f1 f2 i i

S NN EEEEEEEEEEEEE NN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEn®

()
emEEEEEEEy
®

p 2.0
@
@
®
®sassnnnnn®

S| 0|t | Microplaca 96 pozos
Dilucién del extracto  [CRRIECEY

Figura 22. Proceso de extracciéon y cuantificacion de antocianinas totales. a) Obtencién
de las submuestras (repeticiones, 20 0 25 mg); b) Concentrado de la doble extraccién; c)
Dilucién del extracto y d) Lectura de absorbancia.
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La cuantificacion de antocianinas totales se calcul6 utilizando la siguiente férmula:

_A-Vext-PM-FD
B g Pmu

AT

Donde AT es el contenido de antocianinas totales en mg-g™*, A es la absorbancia del
extracto leido a 535 nm de longitud de onda, Vext es el volumen de extraccion en ml,
PM es el peso molecular de la cianidina 3-glucésido (449.2 g-mol™), FD es el factor de
dilucién, € es el coeficiente de extincion molar de la cianidina 3-glucésido (26900 L-cm™

.mg™) y Pmu es el peso de la muestra en g.

Una vez que se determind la cantidad de AT, los resultados fueron transformados en g

de antocianinas-100 g™ de biomasa.

3.4.4. Valoracion del potencial de produccion de antocianinas de los distintos

organos de la planta de maiz

El potencial de produccion de antocianinas de cada érgano fue valorado mediante la

variable AT-6rgano™, calculada con la ecuacion:

,_ (n)(B)

AT - 6 -
organo 100

Donde AT-6rgano™ es la cantidad de antocianinas totales que se acumula en cada
6rgano (en g-6rgano™), AT es el contenido de antocianinas totales (g-100 g%) y B es la

biomasa del 6rgano (g).

Ya que se obtuvo el valor de AT-6rgano™, los resultados se transformaron en
mg-planta®, y a partir de éstos se estimé el rendimiento por unidad de superficie en
kg-ha™ considerando ademas la densidad de plantas establecidas durante el ciclo de

cultivo en 2010.
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3.4.5. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos se hizo con el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis
System) para Windows version 9.0, realizando el andlisis de varianza con el disefio
Completamente al Azar con tres factores (poblaciones, érganos de la planta y
muestreos), asi como la comparacion de medias entre las interacciones de los factores

con la prueba de Tukey a=0.05.

3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacion del contenido de antocianinas totales en las poblaciones de maiz
contrastantes en pigmentacion se hizo para valorar el potencial del maiz pigmentado
como fuente de colorantes naturales o de compuestos nutracéuticos, también para
conocer la dinAmica de acumulacion de antocianinas durante distintos periodos del
ciclo reproductivo del cultivo, identificar la cantidad de pigmento que acumulan los
organos de la planta, saber cuales de esos Organos son los que generan los
rendimientos superiores de antocianinas totales (a nivel de planta) y estimar los
rendimientos de antocianinas por unidad de superficie alcanzados por las poblaciones

evaluadas.
3.5.1. Andlisis de varianza del contenido de antocianinas totales

En el Cuadro 3 se presentan los cuadrados medios del analisis de varianza (ANAVA)
en el que se muestra que hubo diferencias estadisticas altamente significativas
(a=0.01) entre las poblaciones (P), entre los 6rganos de la planta de maiz (O) y entre
los muestreos (M), también en las interacciones (Px0), (PxM), (OxM) y (PxOxM), se
encontraron diferencias altamente significativas para las variables antocianinas totales

(AT) y antocianinas totales por 6rgano (AT * 6rgano™).

Los coeficientes de variacion tuvieron valores altos (45 y 78 %) en ambas variables, lo
gque se debi6 a que las poblaciones evaluadas presentaron comportamientos

contrastantes en la pigmentacion, ya que se probaron poblaciones de planta morada y
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planta verde, las cuales dieron origen a la amplia variacion de resultados del contenido

de antocianinas totales en las poblaciones y los érganos.

Cuadro 3. Valores de cuadrados medios del andlisis de varianza para el
contenido de antocianinas totales en poblaciones de maiz contrastantes en

pigmentacién durante la etapa reproductiva del cultivo. Montecillo, México. 2010.

F.V. GL AT AT * érgano

Poblaciones 3 111.349** 2.5966*
Organos 8 33.973 2.1514%
Muestreos 3 13.182** 0.3647*
Poblaciones x Organos 24 0.762* 0.2202*
Poblaciones x Muestreos 9 1.981* 0.0715*
Organos x Muestreos 24 1.307** 0.1170*
Poblaciones x Organos x Muestreos 70 0.784* 0.0497*
Error 5459 0.0263 0.0017
C.V. (%) 45.0 78.0

F.V. = Factor de variacién; GL = Grados de libertad; AT = Antocianinas totales; AT*6rgano™ =
Antocianinas totales por érgano de la planta; C. V. = Coeficiente de variacion; **= Altamente significativo
(o= 0.01).

Dado que las interacciones entre los factores evaluados fueron significativas
(poblaciones, 6rganos de la planta y muestreos), se presenta el analisis de dichas
interacciones (Px0), (PxM), (OxM) y (PxOxM); no obstante, cabe mencionar que el
factor poblaciones revelé que aquéllas de planta pigmentada, con y sin grano
pigmentado, tuvieron los valores promedio de antocianinas totales més altos (AT=0.53
y 0.52 g-100 g*, AT*6rgano™= 0.092 y 0.064 g), mientras que el factor 6rganos de la
planta, mostr6 que los mas sobresalientes fueron las bracteas de la mazorca y las
vainas foliares, y en el factor muestreos, los importantes para la obtencion de
antocianinas fueron 108 y 118 dds.
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3.5.2. Concentracion de antocianinas totales

3.5.2.1. En los 6rganos de la planta en poblaciones de maiz contrastantes en
pigmentacion (Poblaciones x Organos de la planta)

Durante el ciclo agricola en el que fueron establecidas las poblaciones de maiz
contrastantes en pigmentacion, se observé que tal como lo sefialan Bridle y Timberlake
(1997) todos los o6rganos de las plantas pigmentadas fueron capaces de acumular
antocianinas. Asimismo fue evidente que en todos estos 6rganos la presencia de
antocianinas causo la coloraciébn morada; sin embargo, solamente a través del analisis
metabolémico de sus tejidos y especificamente por medio de la cuantificacion de las
antocianinas totales (AT) se determind el potencial que cada 6érgano posee para

almacenar a este pigmento.

Con un nivel de significancia de 5 %, la interaccién Poblaciones x Organos de la planta,
indicé que la concentracion de antocianinas fue variable en los érganos de las
poblaciones evaluadas. Como se muestra en el Cuadro 4, las poblaciones con planta
pigmentada-grano pigmentado (PP-GP) y planta pigmentada-grano no pigmentado
(PP-GnP) fueron las que sobresalieron por los valores promedio de antocianinas
totales, los cuales oscilaron entre 0.014 y 0.925 g-100 g™ en el grano (PP-GP) y en las
bracteas de la mazorca (PP-GnP), respectivamente, mientras que las poblaciones de
planta verde-grano pigmentado (PV-GP) y planta verde-grano no pigmentado (PV-GnP)
fueron estadisticamente iguales (0.005 y 0.026 g-100 g™), aun cuando se esperaba que
por las antocianinas contenidas en el grano la poblacion PV-GP fuera superior a la

poblacién Pv-GnP.

En concomitancia con Li et al. (2008) quienes reportaron que los niveles de
antocianinas varian entre las partes de la planta, en el presente estudio se evidencia
gue la concentracién de AT entre los érganos de la planta de maiz pigmentado fue
estadisticamente diferente; las bracteas de la mazorca (0.821 a 0.925 g-100g™%) y las
vainas foliares (0.760 a 0.878 g-100g™) fueron los 6rganos que acumularon mas

antocianinas, mientras que los rendimientos obtenidos en los jilotes inferiores, olote y
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espiga variaron entre 0.461-0.594 g-100g™; los valores inferiores de AT se obtuvieron
en el pedunculo y las laminas foliares que estadisticamente fueron diferentes pero

superiores a los del tallo y del grano (Cuadro 4).

Cuadro 4. Valores promedio del contenido de antocianinas totales en la
interaccion Poblaciones x Organos de la planta. Montecillo, México. 2010.

AT (g-100)
Poblacion T LF VF E J B 0 P G

PP-GP 00220 02031 0760¢ 04949  0594e  0821c 0496 0202  0.014]
PP-GnP 00281 0.1741 0878> 0461h 05310 09252 0.567¢ 01911  0.0051

PV-GP 0.006i  0.026i 0.010i  0.008i 0.0101 0.010i 0.006i  0.006i 0.011i
PV-GnP 0.007i  0.019i 0.010i  0.0101i 0.009i 0.006i  0.006i 0.007i  0.005i
DMS 0.04041

Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Prueba de Tukey a: 0.05); PP-GP = Planta
pigmentada-grano pigmentado; PP-GnP = Planta pigmentada-grano no pigmentado; PV-GP = Planta
verde-grano pigmentado; PV-GnP = Planta verde-grano no pigmentado; AT = Concentracion de
antocianinas totales en g-100 g'l; T = Tallo; LF = Laminas foliares; VF = Vainas foliares; E = Espiga; J =
Jilotes inferiores; B = Bracteas de la mazorca; O = Olote; P = Pedulnculo; G = Grano. DMS = Diferencia
minima significativa.

Las AT que presentaron las poblaciones PP-GP y PP-GnP tuvieron concentraciones
similares a las reportadas por Wang y Zeng (2009) para el hibrido pigmentado Zhuo-Zi
No. 1 en vainas foliares, laminas foliares y tallo (0.869, 0.023, 0.023, respectivamente),
inclusive, en vainas foliares y tallo las poblaciones en estudio tuvieron concentraciones
superiores por 0.009 y 0.005 g-100g™ a las del hibrido de Wang y Zeng; en el olote se
obtuvieron valores entre 22 y 32 % menores al méaximo (0.728 g-100g™) reportado por
los mismos autores y entre 86 y 88 % mas que el valor mas bajo (0.068 g-100g™)
descrito por Yang et al. (2008a); las bracteas de la mazorca tuvieron de 37 a 41.5 %, y
la espiga cerca de 50 % del total acumulado en los 6rganos del hibrido Zhuo-Zi No. 1
(2.228 y 1.007 g-100g™); en el grano, las AT en la PP-GP (0.014 %) y PV-GP (0.011 %)
fueron similares a las reportadas por Zhao et al. (2008) para granos de color rosado y
por Espinosa et al. (2009) para los granos azules, correspondientemente.
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En comparacion con otras especies de interés para la obtencion de antocianinas totales
se observo que las bracteas de la mazorca, vainas foliares, jilotes inferiores y olote de
los maices pigmentados tuvieron rendimientos superiores a los obtenidos en trigo
morado (0.05 %, Bustos et al., 2012) y en diversos granos de cereales (0.32 %, Abdel
et al., 2006), asi, las antocianinas producidas en los érganos de la planta en su
conjunto, es decir, como planta completa, le dan al maiz pigmentado una gran ventaja

en la produccion de este pigmento, comparado con otros cultivos.

Aunque el contenido de AT en los 6rganos de la planta de las poblaciones pigmentadas
evaluadas permiti6é identificar cuales fueron los 6érganos con mayor potencial para
producirlas, se sugiere que ademas de tomar en cuenta a esta variable, también se
debe considerar al o a los érganos con mayor potencial para producirlas, ya que es
importante considerar la proporcién de biomasa contenida en cada 6rgano en funcion
de la biomasa total de la planta; por ejemplo, aunque se encontré6 que los jilotes
inferiores tuvieron aproximadamente 0.5 g de AT en 100 g de biomasa, las plantas de
las poblaciones PP-GP y PP-GnP sélo produjeron en promedio 1.5-1.7 g de jilotes
inferiores (< de 1 % de la biomasa total), mientras que el tallo fue el 6rgano con mayor
biomasa (28 a 35 % de la biomasa total) pero su capacidad para acumular AT fue muy
baja; en contraste, las vainas y las bracteas de la mazorca pueden considerarse
excelentes érganos productores de antocianinas, ya que su biomasa oscil6 entre 16.4'y
27.3 g y acumularon desde 0.76 hasta 0.92 g de AT-100 g™ de biomasa (Cuadro A-2).

3.5.2.2. En las poblaciones durante la etapa reproductiva de la planta de maiz

(Poblaciones x Muestreos)

Hye y Verpoorte (2010) indican que en el analisis metabolomico la concentracion de los
metabolitos puede ser variable dependiendo de la etapa fenoldgica en la que se colecta
la muestra, por lo tanto, es necesario realizar el analisis de la concentracion de AT
durante el ciclo del cultivo para conocer el periodo en que se debe hacer la cosecha de
las plantas para obtener el mayor rendimiento posible de antocianinas. Como se
muestra en el Cuadro 5, en la interaccion Poblaciones x Muestreos el mayor contenido
de AT se obtuvo entre 98 dds (PP-GP, 0.668 g-100 g*) y 108 dds (PP-GnP, 0.656
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g-100 g™); en los muestreos subsecuentes se observé una disminucién de las AT,
siendo drastica en el periodo comprendido entre 118 y 138 dds (la reduccioén fue de 43
hasta 51 %). En contraste, se observdO que las dos poblaciones de PV no
incrementaron ni redujeron el contenido de AT en este periodo, cuyos valores promedio
oscilaron entre 0.008 y 0.011 g-100 g*.

Con base en lo anterior, se infiere que conforme las poblaciones pigmentadas estan
llegando al final de su ciclo bioldgico o como consecuencia de la prolongada exposicion
de los tejidos a los factores ambientales adversos, las antocianinas tienden a
degradarse; no obstante, el grado de desnaturalizacion (el cual se ve reflejado en la
concentracion de AT) puede variar entre poblaciones, como ocurrié en las poblaciones
PP-GP y PP-GnP, en donde esta ultima conservé una mayor cantidad de AT (fueron
estadisticamente diferentes). La disminucibn de AT ocasioné que cambiara la
intensidad de la pigmentacion de los tejidos, los cuales se tornaron opacos a 138 dds,
aunque en la poblaciéon PP-GP la coloracibn morada practicamente desaparecio en

algunos organos (Figura 4 A).

Cuadro 5. Valores promedio del contenido de antocianinas totales en la
interaccion Poblaciones x Muestreos. Montecillo, México. 2010.

AT (9100 g*)
98 dds 108 dds 118 dds 138 dds
PP-GP 0.668 2 0.529 ¢ 0.531¢ 0.260f
PP-GnP 0.461 ¢ 0.656 2 0.621° 0.353¢
PV-GP 0.011¢ 0.009 ¢ 0.010¢ 0.009 ¢
PV-GnP 0.009 ¢ 0.009 ¢ 0.008 ¢ 0.008 ¢
DMS 0.03431

Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Prueba de Tukey a: 0.05); PP-GP = Planta
pigmentada-grano pigmentado; PP-GnP = Planta pigmentada-grano no pigmentado; PV-GP = Planta
verde-grano pigmentado; PV-GnP = Planta verde-grano no pigmentado; AT = Concentracién de
antocianinas totales en g-100 g*; dds = Dias después de la siembra; DMS = Diferencia minima
significativa.

Para definir el momento mas conveniente para cosechar las plantas de maiz y obtener

los rendimientos de antocianinas mas altos, ademas de su concentracion en la planta
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es importante que también se considere la biomasa total de ésta, ya que conforme
transcurre el ciclo de cultivo puede variar, pues durante los 98 y 118 dds se incremento
gradualmente por el crecimiento y desarrollo del grano y a 138 dds disminuyd6 por la
pérdida de algunos 6rganos afectados por el proceso de senescencia (laminas foliares,
algunas vainas foliares y bracteas exteriores de la mazorca, espiga, jilotes inferiores,
Cuadro A-4); la conservacion de la biomasa dependié de las caracteristicas genéticas

de las poblaciones, sobre todo de su fenologia, su precocidad y vigor.

3.5.2.3. En los 6rganos durante la etapa reproductiva de la planta de maiz

(Organos de la planta x Muestreos)

La concentracion de AT varié en los 6rganos de la planta a través del tiempo; en
algunos se incrementd, en otros se mantuvo constante y en su mayoria hubo un
abatimiento en la concentracion de las antocianinas a 138 dds. Las vainas foliares y las
bracteas de la mazorca, estadisticamente tuvieron la misma cantidad de AT (Cuadro 6)
a 108 dds y fueron los érganos que mas acumularon antocianinas durante el periodo
comprendido entre 98 y 118 dds (0.622 a 760 g-100g™), seguidos por los jilotes
inferiores (0.481 g-100g™).

Cuadro 6. Valores promedio del contenido de antocianinas totales en la
interaccion Organos de la planta x Muestreos. Montecillo, México. 2010.

AT (g-100 g*)

Muestreo T LF VF E J B (0] P G
98 dds 0.013%  0.028" 0.715a 0.407 ¢ 0481¢ 0634 0.346f 0.020f 0.0091
108 dds 0.0167 0.118h 0.7602 0.421 de 0481¢ 0.7502 0.382¢ 0.252¢9 0.006'1
118 dds 0.018% 0.2379 0.622> 0.391¢  0477< (07062 0.483c 0.099h 0.0081
138 dds 0.017%  0.025" 0.2699 0.016%  0.139h 0481c¢  0.338f 0.024' 0.007F

DMS 0.056685

Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Prueba de Tukey a: 0.05); AT =
Concentracién de antocianinas totales en g-100 g"l; T = Tallo; LF = Laminas foliares; VF = Vainas
foliares; E = Espiga; J = Jilotes inferiores; B = Bracteas de la mazorca; O = Olote; P = Pedunculo; G =
Grano; dds = Dias después de la siembra; DMS = Diferencia minima significativa.

Aungue es irrefutable la disminucién de las AT en los 6rganos de la planta al final del
ciclo bioldgico del cultivo (138 dds), la concentracion de AT fue variable en los 6rganos
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durante los muestreos evaluados; por ejemplo, en las laminas foliares, las bracteas de
la mazorca, el olote y el pedunculo se observdé un incremento de las AT (con
diferencias estadisticas significativas) en el periodo comprendido entre 98 y 108 dds,
mientras que en los jilotes inferiores, la concentracién se mantuvo constante entre 98 y
118 dds pero disminuyo significativamente a 138 dds (reduccion de 71 % de AT); en
cambio, en el tallo la concentracion de AT aumento ligeramente durante el periodo de

98 y 138 dds, pero no hubo diferencias estadisticas significativas.

También se encontré que entre 118 y 138 dds; es decir, en solo 20 dias, se presento
una alta tasa de degradacion de las antocianinas, lo que ocasiond la reduccion directa
de la concentracion de AT en los 6rganos; la pérdida fue mayor en las vainas y laminas
foliares (57 y 89 %, respectivamente), espiga (96 %) y pedunculo (97.5 %), mientras
que las bracteas de la mazorca sélo disminuyeron 32 % (perdieron 0.225 g-100g™),
probablemente porque las internas se encuentran protegidas de la incidencia directa de

la radiacion y otros factores ambientales adversos.

En el grano no se encontraron diferencias significativas en el contenido de AT; no
obstante, se sugiere que las dos poblaciones de grano pigmentado (PP-GP y PV-GP)
tienen potencial para producir mas antocianinas que las concentraciones encontradas
en esta evaluacion, las cuales fueron afectadas por la variacibn que los granos
muestreados presentaron en el patron de pigmentacion a través del tiempo, ya que en
algunas muestras de grano de una misma poblacién hubo diversas tonalidades, asi
como marcadas diferencias en la intensidad del pigmento entre muestreos tempranos
(98 dds) y tardios (138 dds), en donde se esperaba que entre mas tiempo transcurriera,
el pigmento seria mas intenso (Figura 5 A), este hecho probablemente fue ocasionado
por los factores ambientales incidentes, como la reduccion de la temperatura en la fase

final del cultivo.
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3.5.3. Valoracion del potencial productivo de antocianinas en poblaciones de

maiz pigmentado

En los ultimos 40 dias del cultivo; es decir, en el periodo comprendido entre 98 y 138
dds se observé que el contenido de AT varid entre las poblaciones evaluadas y entre
los érganos de la planta. EI comportamiento de la poblacion PV-GnP que fungié como
testigo por no tener capacidad para acumular antocianinas, fue estadisticamente igual
a la poblacién PV-GP, cuyos rendimientos de antocianinas fueron menores a 0.032
g-100 g* (Cuadro A-3). Asimismo, se observé que en las poblaciones de planta
pigmentada, el tallo y el grano se comportaron estadisticamente iguales a sus similares
de las poblaciones de planta verde; por lo tanto, se infiere que la capacidad de éstos
organos para acumular antocianinas fue menor a la de otros como las vainas foliares y
las bracteas de la mazorca; también se encontr6 que no en todos los tiempos de
evaluacion las laminas foliares, jilotes inferiores y espiga tuvieron una baja
concentracién de AT (0.008 a 0.043 g-100 g™); por ejemplo, en las laminas foliares de
la poblacién PP-GnP la concentracién de AT se incrementd 0.226 g-100 g™ entre 98
dds y 118 dds, pero 20 dias después se redujo en 0.237 g-100 g™, obteniendo solo
0.023 g-100 g* a 138 dds.

Aunque la concentracién de AT, expresada en g-100 g™ de biomasa, permitié conocer
el potencial que tienen los 6rganos de las poblaciones pigmentadas para acumular
antocianinas, un enfoque mas preciso se obtuvo al determinar el contenido de AT en
funcién de la biomasa producida por érgano y por planta. Asi, se encontré6 que en
promedio, la biomasa por planta fue superior en las poblaciones de PP-GP y PV-GP
(240 y 262 g-planta™) que en las poblaciones de PV-GnP y PP-GnP (149 y 153
g-planta™); no obstante, como se sefiala en la Figura 23, en todas las poblaciones el
organo que acumulé mas biomasa fue el tallo y constituyé entre 28 y 40 % de la
biomasa total de la planta, seguido por el grano (17 a 27 %), las laminas foliares (13 a
17 %), las vainas foliares y las bracteas de la mazorca (9 a 11 %); mientras que el olote
(3y 6 %), el pedunculo (1 y 3 %), los jilotes inferiores (< 1 %) y la espiga (2 y 4 %)
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tuvieron los valores de biomasa inferiores y fueron estadisticamente iguales (Cuadro A-
4).

En el Cuadro A-5 se muestran los valores promedio del contenido de AT (g-6rgano™)
para la interacciéon (OxPxM); es decir, de las antocianinas producidas por érgano de la
planta de las poblaciones PP-GP, PP-GnP, PV-GP y PV-GnP en los diferentes tiempos
de evaluacion, cuyo comportamiento fue estadisticamente diferente. Las poblaciones
PV-GP y PV-GnP no fueron sobresalientes, comparadas con las poblaciones PP-GP y
PP-GnP, en las cuales los érganos que acumularon mas antocianinas fueron las vainas
foliares y las bracteas de la mazorca; los érganos con menor potencial para acumular
antocianinas (ya sea por su tamafio o por su capacidad de sintesis) fueron el

pedunculo, los jilotes inferiores, el tallo, las ldminas foliares y el grano.
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Figura 23. Porcentaje de la biomasa total que constituye cada 6rgano de la planta. PP-GP
= Planta pigmentada-grano pigmentado; PP-GnP = Planta pigmentada-grano no pigmentado;
PV-GP = Planta verde-grano pigmentado; PV-GnP = Planta verde-grano no pigmentado; T =
Tallo; LF = Laminas foliares; VF = Vainas foliares; E = Espiga; J = Jilotes inferiores; B =
Bracteas de la mazorca; O = Olote; P = Pedunculo; G = Grano.
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3.5.3.1. Concentracién de antocianinas totales por planta

En la Figura 24 se ejemplifica el contenido de antocianinas totales por planta (en mg)
gue mostraron las poblaciones PP-GP y PP-GnP durante los 40 dias de evaluacion; se
observa que la produccién de AT en los muestreos varié entre 216 y 749 mg planta™,
asimismo, durante los cuatro tiempos de evaluacion la poblacion PP-GP tuvo
rendimientos superiores a los de la poblacion PP-GnP. Los valores maximos de AT por
planta se alcanzaron a 118 dds en ambas poblaciones, por lo que se sugiere que en
esta etapa fenologica (estado masoso-lechoso del grano, Figura 6 A) es que se
recomienda realizar la cosecha del maiz pigmentado para lograr un buen rendimiento

de antocianinas totales.
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Figura 24. Contenido de antocianinas totales en la planta durante la etapa reproductiva
del maiz pigmentado. PP-GP= Planta pigmentada-grano pigmentado; PP-GnP = Planta
pigmentada-grano no pigmentado; PV-GP = Planta verde-grano pigmentado; PV-GnP = Planta
verde-grano no pigmentado; T = Tallo; LF = Laminas foliares; VF = Vainas foliares; E = Espiga,
J = Jilote inferiores; B = Bracteas de la mazorca; O = Olote; P = Pedlnculo; G = Grano; dds =
dias después de la siembra.
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Al final del ciclo biolégico del cultivo, por la pérdida natural de biomasa (incidencia de
factores ambientales adversos y senescencia de los 6rganos) fue indudable un
decaimiento de la concentracién de AT (304 y 216 mg planta™ en PP-GP y PP-GnP a
138 dds, respectivamente).

Como se muestra en la Figura 25, en los 40 dias de evaluacion las vainas foliares y las
bracteas de la mazorca fueron los érganos que aportaron mas antocianinas a la
concentracion de AT por planta, constituyeron entre 71y 82 % (98 dds), 75y 77 % (108
dds), 51y 72 % (118 dds), 68 y 74 % (138 dds) de las antocianinas acumuladas. Otros
organos gue sobresalieron en algunos tiempos de la etapa reproductiva de la planta

fueron la espiga, el olote y las laminas foliares.
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Figura 25. Aportacién de cada 6rgano al contenido de antocianinas totales por planta.
PP-GP= Planta pigmentada-grano pigmentado; PP-GnP = Planta pigmentada-grano no
pigmentado; T = Tallo; LF = Laminas foliares; VF = Vainas foliares; E = Espiga, J = Jilote
inferiores; B = Bracteas de la mazorca; O = Olote; P = Pedunculo; G = Grano; dds = dias
después de la siembra.
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3.5.3.2. Estimacién del rendimiento de antocianinas por unidad de superficie

En el Cuadro 7 se muestra el rendimiento estimado de antocianinas por unidad de
superficie, considerando que la densidad de plantas establecidas para la obtencion de
las muestras analizadas fue de 65 000 plantas ha™. Se observa que en los diferentes
tiempos de evaluacion, las poblaciones pigmentadas pudieron acumular en sus tejidos
desde 1.4 hasta 2.0 kg de AT en la poblacion PV-GP (que s6lo acumulé en el grano),
14.1 a 40.5 kg de AT en PP-GnP y la de mas alto rendimiento desde 19.8 hasta 48.7 kg
de AT en PP-GP, lo cual indica que el potencial productivo de antocianinas de las
poblaciones pigmentadas es alto, sobre todo cuando en conjunto todos los 6rganos de
la planta las producen; ademas, es importante sefialar que entre mas biomasa
produzcan las plantas, como fue el caso de la poblacion totalmente pigmentada, el

rendimiento se incrementara sustantivamente.

Cuadro 7. Valores estimados de rendimiento de antocianinas totales por unidad
de superficie en diferentes tiempos de valoracién de las poblaciones

pigmentadas de maiz. Montecillo, México. 2010.

Muestreo Poblacién kg de AT ha™
PP-GP 44.5
98 dds PP-GnP 18.4
PV-GP 1.7
PP-GP 39.5
108 dds PP-GnP 35.8
PV-GP 1.7
PP-GP 48.7
118 dds PP-GnP 40.5
PV-GP 2.0
PP-GP 19.8
138 dds PP-GnP 14.1
PV-GP 14

PP-GP= Planta pigmentada-grano pigmentado; PP-GnP = Planta pigmentada-grano no
pigmentado; PV-GP = Planta verde-grano pigmentado; PV-GnP = Planta verde-grano no
pigmentado; dds = dias después de la siembra.
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3.6. CONCLUSIONES

La maxima concentracion de antocianinas totales en cada uno de los érganos de la
planta de poblaciones pigmentadas fue: 0.92 g-100 g™ en las bracteas de la mazorca,
0.87 g-100 g en las vainas foliares, 0.59 g-100 g™ en los jilotes inferiores, 0.56 g-100
g’ en el olote, 0.49 g-100 g en la espiga, 0.20 g-100 g™ en las laminas foliares y en el

pedlnculo, 0.028 g-100 g™ en el tallo; y 0.014 g-100 g™ en el grano.

El contenido de antocianinas totales en la planta vari6 entre 216 hasta 749 mg planta™
durante los ultimos 40 dias del ciclo biolégico del maiz. Los érganos de la planta de
maiz pigmentado que acumularon mas antocianinas fueron las bracteas y las laminas

foliares.

El momento en el que se obtuvieron los mayores rendimientos de antocianinas (40 y 48
kg de antocianinas por ha™) en las poblaciones de planta pigmentada con y sin grano
pigmentado fue a 118 dias después de la siembra; no obstante, también seria
adecuado cosechar las plantas a 108 dds, tiempo en el que se obtienen 39.5 y 35.8 kg

de antocianinas por ha™.

En el periodo comprendido entre 118 y 138 dds, el contenido de AT en la planta se
redujo en 60 a 65 %, lo cual indic6 que las antocianinas del maiz se degradan al final

del ciclo biolégico del cultivo.
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CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL

El andlisis de la informacién cientifica relacionada con los compuestos antocianicos
permitid conocer que debido al descubrimiento de sus propiedades bioactivas se han
desarrollado nuevas y mas especificas investigaciones enfocadas al estudio de los
efectos que tiene su ingesta en la salud humana y a la comprension de como es que
actdan en el organismo; asimismo, se encontré6 que como consecuencia de la difusion
del conocimiento cientifico entre la poblacion acerca de los beneficios que provee el
consumo de antocianinas, la demanda de productos ricos en estos compuesto ha
aumentado (Birute et al., 2009; Rooney et al.,2004) y en consecuencia también se ha
incrementado el numero de especies vegetales (ya sea cultivadas o de recoleccion)

utilizadas para su extraccion.

En cultivos béasicos como el maiz se ha buscado incrementar el contenido de
antocianinas principalmente en los granos (Bustos et al., 2012; Espinosa et al., 2009),
éstos constituyen la base de la dieta alimenticia de la poblacion de paises en vias de
desarrollo y por lo tanto, se ha considerado que podrian actuar como un alimento
funcional. En esta investigacion, se observO que en las poblaciones de maiz
pigmentado, ademés de producir antocianinas en el grano, la acumulacion del
pigmento ocurri6 en todos los 6rganos de la planta (fueron formados ex profeso)
corroborando lo sefalado por Li et al. (2008) quienes indican que la planta de maiz
tiene potencial para sintetizar antocianinas en todos sus 6rganos inclusive, Yang y Zhai
(2010) mencionan que los extractos de esta especie contienen una gran cantidad de
antocianinas que por su naturaleza quimica son mas estables que las obtenidas a partir
de otros cultivos, por lo que una forma inmediata de aprovechamiento podria ser a
través de su inclusién en productos nutracéuticos o su utilizacibn como colorante

natural en los alimentos y cosméticos (Ota y Yokoyama, 2010; Yang et al., 2008b).

Los estudios realizados con extractos de maiz pigmentado muestran que las

principales propiedades bioactivas de éstos son como antioxidante (Cuevas et al.,
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2008), actividad antimicrobiana y capacidad antiproliferativa de células cancerigenas
(Zhao et al., 2009), efecto antiobesidad y para reduccion y control de la hiperglucemia
(Yang et al., 2008a); sin embargo, aunque existen investigaciones sobre el contenido
de antocianinas totales en el grano (Espinosa et al., 2009) y en algunos 6rganos de la
planta (Yang et al., 2009), hasta este momento no habia sido descrito cdmo es que se
lleva acabo el proceso de pigmentacion en la planta a través de su ciclo de cultivo, el
cual es relevante si se pretende aprovechar eficientemente esta fuente de
antocianinas, ya que como lo sefalan Arena et al. (2012) es necesario estudiar el
patron de acumulacién de los metabolitos para determinar el periodo éptimo y las
condiciones necesarias para la obtencion del maximo rendimiento, pues la etapa
fenoldgica del cultivo, el tipo de érgano y la hora del dia en que se colectan los tejidos
pueden ocasionar variacion en la calidad y en la concentracion del metabolito (Hye y
Verpoorte, 2010).

En las poblaciones de maiz pigmentado evaluadas se encontré que, a diferencia de
otras especies angiospermas, si existe un patron de acumulacion de antocianinas bien
definido, en el cual, los 6rganos de la planta que inician la pigmentacion son las vainas
foliares, seguidas por las laminas foliares, el tallo, la espiga, los jilotes inferiores, las
bracteas de la mazorca, el pedunculo, el olote y el grano; en la planta, la pigmentacion
ocurre en principio en los 6rganos maduros que se ubican en la base de la planta
(vainas y laminas foliares) en sentido acrépeto y, en cada 6rgano se sigue un sentido
de acumulacién especifico, el cual es basipeto en las vainas foliares, espiga, tallo,
jilotes inferiores, bracteas de la mazorca, pedunculo y grano; y acropeto en las laminas

foliares y el olote.

Durante el ciclo del cultivo de dichas poblaciones pigmentadas, se observo que a 77
dds inici6 el proceso de maxima acumulacién de antocianinas, la cual provocé que los
organos de la planta mostraran una pigmentacion morada intensa; dicha acumulacién
siguié en aumento hasta 98 dds, momento en el que se sugiri6 que se iniciaba el
declive de la acumulacion e inclusive una posible degradacién de las antocianinas ya

gue algunos o6rganos de la planta comenzaron a reducir la intensidad de la
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pigmentacion y a deteriorarse; sin embargo, cuando se determind el contenido de
antocianinas totales a 98, 108, 118 y 138 dds, se encontr6 que pese al deterioro que
sufrieron los érganos por la incidencia de factores ambientales adversos y el proceso
de senescencia, la cantidad de antocianinas siguié aumentando entre 98 y 118 dds, por
lo que se infiere que los cambios en la intensidad del pigmento observados, no siempre
son indicadores totalmente confiables para sefalar si la concentracion de antocianinas
aumenta o disminuye, sobretodo cuando no se sigue una metodologia como la de las

pruebas de colorimetria.

Mediante la determinaciéon de la concentracién de antocianinas totales (AT) en la planta
de maiz de poblaciones pigmentadas se observo que la capacidad de acumular el
pigmento es variable entre las poblaciones, entre los 6érganos de la planta y durante las
diferentes fases de la etapa reproductiva del maiz. Se encontré que la cantidad de AT
sera mayor cuando todos los 6rganos de la planta acumulen antocianinas e inclusive es
posible que los rendimientos obtenidos superen a los de algunos cereales (Bustos et
al., 2012; Abdel et al., 2006), sin importar que en algunos momentos del ciclo del cultivo
el rendimiento de AT por 6rgano sea reducido, ya sea por su baja capacidad para
acumularlas o porgue su aportacion a la biomasa total no sea significativa, como es el

caso del pedunculo, jilotes inferiores laminas foliares, tallo y espiga.

Durante el ciclo reproductivo final del maiz se obtuvieron concentraciones de
antocianinas entre 216 a 749 mg planta™; en esos Gltimos 40 dias del ciclo biolégico del
cultivo, hubo un incremento de AT durante los primeros 20 dias (de 98 a 118 dds) de
8.5y 54 % (poblacion de planta pigmentada-grano pigmentado y poblacion de planta
pigmentada-grano no pigmentado), en donde las AT a 118 dds fueron 749 y 623 mg
planta, respectivamente y, fue el momento en que la concentracién fue mas alta. En
los 20 dias posteriores a 118 dds, las antocianinas se degradaron y la concentracion de
AT se redujo en 60 y 65 %. Se observé que los 6Organos que aportaron mas
antocianinas a la concentracion de AT por planta, fueron las bracteas y las laminas
foliares que constituyeron entre 71 y 82 % (98 dds), 75y 77 % (108 dds), 51y 72 %
(118 dds), 68y 75 % (138 dds) de las antocianinas acumuladas.
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A la vez, se confirmd que la cosecha de las plantas debe ser a 118 dds por estar en
posibilidades de cosechar por unidad de superficie el maximo rendimiento de
antocianinas el cual es de 48.7 kg ha™* en la poblacién completamente pigmentada (PP-
GP), 40.5 kg ha™ en la poblacién de planta pigmentada-grano no pigmentado (PP-GnP)
y 2.0 kg ha en la poblacién de planta verde y grano pigmentado (PV-GP); los cuales
pueden ser utilizados para la obtencion de pigmentos, compuestos nutracéuticos, y en

el caso de la poblacion de PV-GP como un alimento funcional.

Puesto que se ha comprobado que el maiz pigmentado es una fuente rica en
antocianinas, se sugiere que un paso siguiente es la busqueda de tecnologia
econdmica y facil para trabajar a mayor escala para lograr su aprovechamiento, asi
como el desarrollo de un paquete tecnoldgico que indique cual es el manejo mas
adecuado del cultivo que permita obtener los rendimientos mas altos de antocianinas
por unidad de superficie; como por ejemplo algunas practicas agricolas de fertilizacion
(Bustos et al., 2012).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES GENERALES

El maiz pigmentado posee un gran potencial para la obtencién de antocianinas cuyas
propiedades bioactivas pueden ser aprovechadas directamente al consumir el grano
(como un alimento funcional) o mediante la extraccion de antocianinas de la planta
completa para utilizarlas como compuestos nutracéuticos o colorantes naturales; sin
embargo, se requiere el desarrollo de tecnologia que permita lograr el aprovechamiento

de este valioso recurso genético.

En la planta al igual que en los érganos del maiz pigmentado existe un patron de
acumulacion de antocianinas claramente definido, la pigmentacién se expresa primero
en las vainas y laminas foliares y por ultimo en el grano; cada 6rgano presenta un

sentido de la pigmentacién especifico, el cual es basipeto o acropeto.

La concentracion de antocianinas totales es un indicador que permite determinar cudl
es el potencial productivo tanto de las poblaciones como el de los érganos de la planta
de maiz pigmentado. Los o6rganos con mayor potencial fueron las bracteas de la
mazorca y las vainas foliares que acumularon 0.92 g-100 g* y 0.87 g-100 g*,
respectivamente. Durante la etapa reproductiva de cultivo constituyeron entre 51 y 82

% de las antocianinas totales acumuladas por planta.

Por su alta concentracion de antocianinas totales a 118 dias después de la siembra
(estado masoso-lechoso), se confirm6 que la cosecha de las plantas deben ser en ese
momento ya que por unidad de superficie las poblaciones pigmentadas producen los
maximos rendimientos de antocianinas (48.7 kg ha™ en la poblacién completamente
pigmentada, 40.5 kg ha™ en la poblacién de planta pigmentada-grano no pigmentado y
2.0 kg ha en la poblacién de planta verde y grano pigmentado).
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APENDICE

Cuadro A-1. Porcentaje de poblaciones pigmentadas que mostraron acumulacién de antocianinas en cada muestreo y

o6rgano estudiado, durante los ciclos del cultivo Primavera-Verano 2009 y 2010.

Organo Porcentaje
Dias después de la siembra

30 45 50 57 70 77 84 91 98 108 118 138
Vainas foliares 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Tallos 0 0 0 88 88 88 88 88 88 88 88 88
Laminas foliares 25 25 50 50 63 63 63 63 63 63 63 63
Espiga - 0 0 50 88 88 88 88 88 88 88 88
Jilotes - - - 0 67 100 100 100 100 100 100 100
Bracteas - - - - 67 67 100 100 100 100 100 100
Olote - - - - 0 19 38 38 38 38 38 38
Pedunculo - - - - 32 32 32 63 63 63 63 63
Grano - - - - - - 0 0 50 50 50 50

-: No se pudo separar al 6rgano de la planta porque en ese periodo no existia o porque aun era de dimensiones muy pequefas.
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Cuadro A-2. Valores promedio de biomasa de los 6rganos de la planta de maiz en la interaccion Poblaciones x Organos de
la planta. Montecillo, México. 2010.

Biomasa (g)

Poblacion T LF VF E J B O P G
PP-GP 85.8° 426% 2739 8.6 X 1.7 X 26.7 9" 8.0 X 2.8% 41.1°%
PP-GnP 43.7% 19.3M 16.4" 3.9k 15k 16.8" 8.6k 2.2k 42.1 %
PV-GP 109.0% 38.7°¢  30.3™ 55K 1.4X 24.0 9 8.0 X 4.0 49.6
PV-GnP 53.1¢ 27.19% 17.0" 3.7K 1.2k 18.4 M 9.0k 46X 45.6 °%
DMS 9.1

Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Prueba de Tukey a: 0.05); PP-GP = Planta pigmentada-grano
pigmentado; PP-GnP = Planta pigmentada-grano no pigmentado; PV-GP = Planta verde-grano pigmentado; PV-GnP = Planta
verde-grano no pigmentado; T = Tallo; LF = Laminas foliares; VF = Vainas foliares; E = Espiga, J = Jilote inferiores; B = Bracteas de
la mazorca; O = Olote; P = Pedunculo; G = Grano. DMS = Diferencia minima significativa.
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Cuadro A-3. Valores promedio del contenido de antocianinas totales en la interaccion Poblaciones x Organos de
la planta x Muestreos. Montecillo, México. 2010.

AT (g-100 g1)
Poblacion  Muestreo T LF VF E J B o P G
PP-GP 98 dds 0.016t 0.030t 13712 0.585 efghij 0.661 ¢ 0.897¢  0.428 mno 0.044 0.017¢
108 dds 0.026¢ 0.029t 0.555 hiikl (0,566 fehik (0,600 efghi 0.931¢ 0.471Imn (0420 mno  (.009t
118 dds 0.027t  0.411nm0  (.585 efghii (0,489 kimn 0.652 efg 0.784d  (.628 efgh 0.035t 0.020t
138 dds 0.017t 0.028t  0.346 opar 0.024 t 0.3550pa  (0.555 hikl (0,373 op 0.021t 0.008't
PP-GnP 98 dds 0.021 0.034 0.531 ik (0,491 kimn (604 efghi 0.788d 0.527 ik 0.025t 0.006t
108 dds 0.021t  0.264 ars 1.380 2 0.506 ikim 0.625 efoh 1.065b  0.543 hikl (0,314 pars (0,004 t
118 dds 0.033¢ 0.260 s 1.068 b 0.532 ikl 0.562 ghijkl 1.093 b 0.657 «f 0.248 s 0.004t
138 dds 0.036t 0.023t 0.435 mno 0.028t 0.011t 0.754d  (0.539 hii 0.057t 0.004 t
PV-GP 98 dds 0.006't 0.032t 0.009t 0.008¢ 0.014t 0.012t 0.006t 0.005t 0.012t
108 dds 0.006t 0.022t 0.012t 0.008¢ 0.010t 0.010t 0.005t 0.005t 0.009t
118 dds 0.006 't 0.022t 0.009t 0.010¢t 0.009t 0.008t 0.006t 0.006't 0.011¢t
138 dds 0.006t 0.000t 0.013t 0.006t 0.007t 0.010t 0.006t 0.007t 0.013t
PV-GnP 98 dds 0.008 t 0.017 0.009t 0.017¢ 0.007t 0.007t 0.007t 0.005t 0.006t
108 dds 0.006t 0.029t 0.009t 0.009t 0.007t 0.006t 0.006't 0.005 t 0.004 t
118 dds 0.005t 0.012 0.009t 0.010¢t 0.014t 0.005t 0.006t 0.005t 0.005t
138 dds 0.008't 0.000t 0.012t 0.006t 0.008't 0.006t 0.007t 0.012t 0.005t
DMS 0.092567
Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Prueba de Tukey a: 0.05); PP-GP = Planta pigmentada-grano
pigmentado; PP-GnP = Planta pigmentada-grano no pigmentado; PV-GP = Planta verde-grano pigmentado; PV-GnP = Planta
verde-grano no pigmentado; T = Tallo; LF = Laminas foliares; VF = Vainas foliares; E = Espiga, J = Jilote inferiores; B = Bracteas de
la mazorca; O = Olote; P = Pedunculo; G = Grano. DMS = Diferencia minima significativa.
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Cuadro A-4. Valores promedio de la biomasa de los 6rganos de la planta de maiz en la interaccion Poblaciones x
Organos de la planta x Muestreos. Montecillo, México. 2010.

Biomasa (g)
Poblacion Muestreo T LF VF E J B o P G g planta-!
PP-GP 98 dds 7293 9h 3434 ropa 2590 st 10.57v 145y 23.84 st 5.80y 2.30Y 6.73Y 183.9

108 dds 86.63 def 38.46mmo 2877 pas  §39x 1.64y 30490 685V 298y  21.59 s 2258
118 dds 100.50 ¢ 51800  30.20 opar  7.74y 215y 2696 past 880 % 3.00y  47.94 kim 279.1
138 dds 83.00defa  31,020par 2195ty 572V 146y 2434 ast  10.86 v 2,93y 88.12 de 269.4
PP-GnP 98 dds 39.33mmo 1902stw 16,77 tvx 484y 0.62y  14.92ux 6.80 Y 144y 14.19 uwx 117.9
108 dds S L 18.50 stx 1676 twx 414y 147y 1719t 882x 1.94y 23.85 st 146.2
118 dds 62.05 i 2166t 19.24stw 321y 228y 2227w 924 3.18Y 50.73 4 193.9
138 dds 19.89stw 17,06 twvx 11,91 w 245y 131y 12,67 « 9.50 » 1.50 Y 79.80 efg 156.1
PV-GP 98 dds 100.62 © 36.42nop  30.29 opar 935 % 097y 2329 6.19Y 357y 21.31rsw 232.0
108 dds 117.98 b 35.46mp 3443 npa 705V 115y 2219 sty 7.79y 434y 37.12nop 267.5
118 dds 130.08 43.28mn 3534 345y 234y 3426mpa 8511 5.30Y 57.48 ik 320.0
138 dds 90.40 cd 0.00v 2264 259y 118y 16.07wx  9.50% 290y  82.55 defg 227.8
PV-GnP 98 dds 35.19 nop 2349 st 14,45 uwx 5.79Y 064y 1270w 6.72Y 197y 20.26 stw 121.2
108 dds 55.00 ik 2321w 4754 370y 157y  19.07stw  841x 481y 37.4Q no 170.7
118 dds 67.23 hi 34.66nopa  19.39stw 279y 064y  2387rt 1044wy 6.68y  48.32km 214.0
138 dds 54.81 ik 0.00v 16.53 twx 247y 180y 18.03twx 1043w 488V 76.50 foh 185.5
DMS 10.42
Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Prueba de Tukey a: 0.05); PP-GP = Planta pigmentada-grano
pigmentado; PP-GnP = Planta pigmentada-grano no pigmentado; PV-GP = Planta verde-grano pigmentado; PV-GnP = Planta
verde-grano no pigmentado; T = Tallo; LF = Laminas foliares; VF = Vainas foliares; E = Espiga, J = Jilote inferiores; B = Bracteas de
la mazorca; O = Olote; P = Pedunculo; G = Grano. DMS = Diferencia minima significativa.
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Cuadro A-5. Valores promedio del contenido de antocianinas totales en la interaccién Poblaciones x Organos de
la planta x Muestreos. Montecillo, México. 2010.

AT - érgano (g)

Poblacion  Muestreo T LF VF E J B (0] P G

PP-GP 98 dds 0.012 pa 0.010 pa 0.3522 0.0618 0.00962pa  0.2154 0.0228 norq 0.0009 1 0.0011 41
108 dds 0.024 Imnopq 0.011 pa 0.162 fa 0.0473 kim 0.01004 pa  0.308" 0.0323 Imnop  0,0122°ra  0.0012 9
118 dds 0.027 mnop 0.216 0.177f 0.0379 Imn 0.014020ra  (0.2114 0.0555H 0.0011 9 0.0097 pa
138 dds 0.015 opa 0.009 1 0.082 i 0.0014 a 0.00581 1 0.147 9 0.0373 Imn 0.0005 9 0.0071 9

PP-GnP 98 dds 0.008 1 0.006 1 0.0891 0.0237 norq 0.00364 a 0.114h 0.0359 Imno 0.0004 1 0.0009 1
108 dds 0.011 pa 0.041 kmn (232 ¢ 0.0208 nora 0.00917Pa  0.184 f 0.0477 kim 0.0036 ¢ 0.0011 9
118 dds 0.021 nopa 0.052 0.206 de 0.0171 opa 0.012950ra  (0.246 ¢ 0.0606 0.0064 4 0.0022 1

138 dds 0.007 ¢ 0.004 « 0.052 « 0.0007 a 0.000154 0.097 hi 0.0512 ¢ 0.0009 a 0.0036 d
PV-GP 98 dds 0.006 ¢ 0.012 Pa 0.002 ¢ 0.0008 a 0.00013 4 0.003 @ 0.0004 a 0.0002 d 0.0025d
108 dds 0.008 « 0.008 « 0.004 « 0.0006 @ 0.00016 4 0.002 d 0.0004 a 0.0002 @ 0.0034 a
118 dds 0.008 ¢ 0.010 Pa 0.003 @ 0.0003 a 0.00021 a 0.003 @ 0.0005 a 0.0003 d 0.0064 a
138 dds 0.006 ¢ 0.000 d 0.003 0.0001 @ 0.00009 a 0.002 a 0.0006 d 0.0002 @ 0.0108 pa
PV-GnP 98 dds 0.003 @ 0.004 « 0.001 « 0.0010 @ 0.00005 4 0.001 4 0.0004 a 0.0001 a 0.0012a
108 dds 0.004 « 0.007 « 0.002 0.0003 a 0.00012 9 0.001d 0.0005d 0.0002 @ 0.0017 a
118 dds 0.003 @ 0.004 « 0.002 0.0003 4 0.00010 @ 0.001 4 0.0006 d 0.0003 d 0.0022 a
138 dds 0.004 « 0.000 d 0.002 0.0001 @ 0.00014 a 0.001d 0.0007 a 0.0006 a 0.0036 ¢
DMS 0.023835

Los valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Prueba de Tukey a: 0.05); AT-6rgano™ = Antocianinas totales por
organo; PP-GP = Planta pigmentada-grano pigmentado; PP-GnP = Planta pigmentada-grano no pigmentado; PV-GP = Planta
verde-grano pigmentado; PV-GnP = Planta verde-grano no pigmentado; T = Tallo; LF = Laminas foliares; VF = Vainas foliares; E =
Espiga, J = Jilote inferiores; B = Bracteas de la mazorca; O = Olote; P = Pedunculo; G = Grano. DMS = Diferencia minima
significativa.
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Figura 1 A. Sentido en el que se presenta la acumulacién de antocianinas en los 6rganos
de la planta de maiz pigmentado. a) Las flechas rojas indican el sentido de acumulacion
en las vainas foliares, las flechas azules en las laminas foliares y la flecha verde en la
espiga. b) Las flechas rojas indican el sentido de la acumulacion de antocianinas en los
jilotes y las bracteas, mientras que las flechas verdes sefialan el sentido de la
acumulacion de antocianinas en el tallo.

Figura 2 A. Jilote superior de una poblaciéon de maiz pigmentado que a los 70 dias
después de la siembra se conforma por a) bracteas, b) peddnculo y c) olote, el cual en
este momento es el Unico 6rgano de los mencionados que no hainiciado la acumulacion
de antocianinas.
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Figura 3 A. Fenotipos de las poblaciones evaluadas a 84 dias después de la siembra
durante los ciclos Primavera-Verano 2009 y 2010.
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118 dds 138 dds

Figura 4 A. Cambios en la intensidad de la pigmentacion en las bracteas del jilote

superior de poblaciones con planta pigmentada (PP) con y sin grano pigmentado (GP y
GnP) a 118 y 138 dias después de la siembra.
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Figura 5 A. Tonalidades del color de grano en a) Poblacién de planta pigmentada-grano
pigmentado y b) Poblacién de planta verde-grano pigmentado obtenidos a 98, 108, 118 y

138 dias después de la siembra. El nGmero entre paréntesis corresponde a la repeticion.
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Figura 6 A. Poblaciones pigmentadas a 118 dias después de la siembra en estado

masoso-lechoso del grano. a) Poblacién de planta pigmentada grano no pigmentado; b)
Poblacién de planta pigmentada-grano pigmentado.
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