EL FITOCROMO COMO MEDIADOR EN LA BIOSINTESIS DE CAROTENODIDES E
INFLUENCIA DE HORMONAS VEGETALES.

RESUMEN

Por A.K. Khudairi {1) y O. Arboleda (2)

En este trabajo se estudit la biosintesis de licopeno en los cromoplastos del parénquima
de frutos de tomate. Lycopersicum esculentum Mill. var. Waltham Forcing, y se encon-
tré que el fitocromo es mediador en la biosintesis de licopeno. Unos pocos minutos de luz
roja durante el dia incrementaron la formacion de licopeno. La irradiacion con rojo-dis-
tante (aitima parte del limite visible del rojo, 730 nm) no incrementé la biosintesis. El
Rojo-distante aplicado después del rojo anulé el efecto promotor de éste. El contenido
del licopeno se duplico en presencia del dcido abscisico. La maduracion se inhibio
cuando se aplico giberelina, kineting y dcido ascorbico a los tomates verdes. La giberelina
(GAx } fué mas inhibidora que la kinetina en el sintesis de licopeno.

INTRODUCCION

Piringer y Heinze (1954) demostraron la produccién de un
pigmento amarillo en la cuticula de tomates, var. Rutgers,
cuando maduraron en la luz, y su ausencia cuando madura-
ron en la obscuridad. El pigmento que se desarrollo era
controlado por el fitocromo. Encontraron ademis que la
luz roja promovia Ia produccién de un pigmento flavonoide
amarillo, mientras que la irradiacion con rojo-distante
(690nm} inhibia el desarrollo del pigmento. Por otra parte,
Dostal y Leopold (1967) demostraron que la giberelina
inhibe el desarrollo del color en tomates. En presencia de
GA 5, el contenido de licopeno se redujo y los tomates no
alcanzaron el mismo estado de maduracidn que los contro-
les. Fué por lo tanto interesante investigar el desarrollo del
pigmento de los cromoplastos en el parénquima de células
de tomates controlados por ¢l fitocromo y en relacion con la
aplicacion de hormonas vegetales,

Nuestras investigaciones revelaron que tanto el desarrollo de
los cromoplastos, como la biosintesis de carotenoides, se
incrementaron mediante la luz rojay el 4cido abSClSlCO y
se inhibieron por rojo-distante y la giberelina.

Abreviaturas: GA 3 = giberelina A5, ABA= acido abscisi-
co, KIN = kmetma (6 furfurylammopunna) AA= L-icido
ascorbico, A — absorcion,

MATERIALES Y METODOS

En esta investigacion se utilizaron frutos de tomate Lyco-
persicum esculenturn Mill, var. Waltham Forcing. Las semi-
llas se obtuvieron en Waltham Field Station, Waltham
Massachusetts. Las plantas - de tomate se cultivaron en un
invernadero. Se cosecharon tomates verdes bien desarrolla-
dos y de tamafio uniforme los cuales se conservaron en un
refrigerador para usarlos en los experimentos el proximo
dia. Se empled un minimo de ocho tomates en cada trata-
miento.

Las soluciones de hormonas se administraron mediante la
inyeccibn de ! ml de una concentracién especifica de
hormona " en el lado estilar del fruto por medio de una
jeringa de vidrio, desechable. Las hormonas y las concentra-
ciones respectivas que se emplearon fueron las siguientes:
GA3 3x 1073 M, kinetina 3.5 x 10 3 M, 4cido absefsico 3 x
105 M,y 4cido ascérblco 3 x 10"4 M. Al grupo control se
le inyectd agua destilada dentro de los frutos.

Las hormonas se aplicaron al principio del experimento y
cuatro dias mds tarde. Durante el curso del experimento se
conservaron Jos tomates en una cimara de cultivoa 249 C,
en oscuridad total o expuestos a la luz de 20,000 lux sumi-
nistrada por limparas fluorescentes y bombillas incandes-
centes. Se chequed el grado de maduracion de  los frutos
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después de una y dos semanas desde el comienzo del experi-
mento. Se midieron el licopeno y otros carotenoides por
medio de un espectrofotémetro (Spectronic 600) con rela-
cion a soluciones de concentraciones conocidas. La identi-
ficacion de los carotenocides se hizo con base a los picos
especificos de absorcién (Davies, 1965; Goodwin, 1955).

De cada tomate se cortaron discos de 1 cm de didmetroy 2
mm de espesor por medio de un taladra-corchos y se les
extrajo el pigmento con 4 mt de acetona-cloroformo (1: 1
v/v ). Se usd acetona absoluta en todas las extracciones.
Antes de extraer los pigmentos, los discos de tomate fueron
conservados en un refrigerador durante la noche anterior y
luego se colocaron entre papel de filtro para remover el
agua congelada. Los pigmentos amarillos fueron mas solu-
bles en acetona absoluta. Se encontré que la mezcla de
acetona y cloroformo fué e! mejor solvente para extraer los
carotenoides, El extracto fué chequeado espectrofotométri-
camente a 515 nm para licopeno, a 475 nm para neuros-
poreno y a 365 nm para fitoflueno. Se computaron los
valores de la absorcion media (A), desviacién standard y el
error standard de la 1media. Los experimentos se hicieron
por duplicado. Se separaron siete carotenoides de los toma-
tes en maduracion por medio de la cromatolografia en
papel en dos dimensiones. Para la primera direccion se usd
como solvente n-propanol-éter de petrdleo, punto de ebulli-
cion 70- 100°C,( 1:99 vfv) y para la segunda direccion se
usé metanol- acetona- agua- aceite vegetal (10: 2: 1:2 v/v).
Se midi6 el espectro de absorcion de los pigmentos indivi-
duales y totales usando el Spectronic 600.

El efecto del fitocromo se observé irradiando los tomates
verdes con luz roja o rojo-distante durante cinco minutos y
luego guardindolos en la obscuridad a 24°C. La fuente de
luz se obtuvo cou limparas rojas fluoiescentes marca
Silvania filtrada a través de un filtrorojo de la marca Rohm
and Hass Plexiglas, con un nivel de energia de 2x 103 erg
cm? seg! La luz rojo-distante se obtuvo de bombilias in-
candescentes filtradas a través de un filtro rojo-distante No.
FREF-700 (Weslake Plastics Co. Jenni, Pensylvania). Se hizo
circular agua helada entre las bombillas y el filtro con el fin
de impedir elevacion de la temperatura. El nivel de energia
del rojo-distante fué de 1.3 x 105 ergcm2 seg'!. Se tuvo
cuidado de no exponer los tomates a otro tipo de luz duran-
te la irradiacion y s6lo s¢ us6 luz de seguridad verde tenue
dentro del cuarto oscuro.

RESULTADOS.

Biosintesis de carotenoides en los tomates. El proceso de
maduracién del tomate implica un cambio de color: verde,
blanco, amarillo-anaranjado, y rojo. Los cloroplastos pier-
den sus grana, y se sintetizan corotenoides en forma cristali-
na dentro de la membrana original del plastidio (Harris and
Spurr 1969y b). la figura 1 muestra el espectro de
absorcion de extracto de tomates: verde, pintén, amari-
llo-naranjado y totalmente maduro. En tomates verdes los
picos de absorcién de la clorofila a 665 y 430 nm son
claramente evidentes y pronto desaparecen produciendo un
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cambio de color. El cambio de color de verde a pintdn esta
asociado con la desaparicion de las clorofilas y la aparicion
de otro pigmenteo con un pico a 365 nm { 950/0 de absor-
cion). Los tomates amarillo-naranjado tienen una ab-
sorcion de 530/o a 365nm con picos que aumentan a 445,
475 y 515 nm (Fig. 1-a). Los tomates completamente ma-
duros los cuales son rojos en color tienen menos absorcion a
365nmy y mds a 445,475y 515 nm (Fig. 1-1).
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Figura 1. Espectro de Absorcién de pigmentos durante la
maduracién de tomates. (v) tomates verdes (b) tomates
blanquecinos los cuales estin en el estado pintén, se pierden
las clorofilas y un pico a 365 nm es dominante. (a) estado
anaranjado, se sistetizan otros carotenoides. (1) estado rojo,
tomates completamente maduros, el licopeno es el pigmen-
to dominante,

Control del fitocromo en la sintesis de carotenoides. Se
expusicron grupos de tomates a cinco minutos de rojo (R),
rojo-distante (RD) 6 R seguido de RD durante cinco minu-
tos diariamente. Los resultados se presentan en el TABLA
1. Al final de una semana se hicieron mediciones para lico-
peno (A a515 nm), neurosporeno (Aa 475 nm) y fitoflueno
(A a 365 am) en extracto de discos de tomates. Fl efecto
del rojo después de cinco minutos produjo un incremento
en la biosintesis de licopeno con una A 5 sde 0.44, mien-
tras que el rojo distante tenfa una Asy s de 0.16. El efecto
favorabie del rojo para la biosintesis de licopeno fué inverti-
do por el efecto del rojo-distante. La luz roja no tuvo un
efecto significante sobre el fitoflueno ni tampoco hubo
reversibilidad por el rojo-distante (TABLA 1).

TABLA 1. Efecto del fitocromo en la maduracién de tomates, Se
aplicd luz roja y rojo-distante diariamente durante 5 minutos a los
tomates y luego se conservaron en la obscuridaa a 24° €, Se hicie-
ron mediciones de la absorcién a las longitudes de onda indicadas
después de una semana de la iniciacién del experimento. Se da el
error standard de la media.

Tratamien Aa5lSn Agd A
Contral de Oscuridad ..., 0.110£0.011 0.111+0.016 0.18020.015
Rojo e . 0.441+0.023 0.500+£0.062 0.261:0.027
Rojo-distante 0.16220.017 0,206+0.023 (0.200+0.024

Rojo y Rojo-distante ... 0.167x0.020 0.220:0.016 0.217+0.025
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TABLA 2. Efecta del ABA en la maduracion de frutos de romace
en la luz y en la obscuridad a 24° C. S¢ midid la absorcion a 5153,
475 v 365 nm.

Lus Oscuwridad
i i I 515 [ 315
Trtamiento 514 nm 475 om 365 mn 473 515 mm 475 wr 36Snm 473
Ha0 OE2H04 0872007 0448004 004 027006 Q762007 0372003 Usl
ABA ... JO0MIOR Y5005 DETI00F 095 DAYRODT 391001 asenm 075

TABLA 3. Efecto del dcido abscisico y otras hormomas en fa
maduracién de tomates. Se midid la absorcion a 315, 475 y 365
nm después de una y das semanas de la iniciacion del experiments.

Tratamiento

——— Au3]3um _ _ Aa4iSom__ _ . _Aa3b5n
I Semans 2 Semana 1 Seinuna 2 Seinama 1 Senana 2 Nemana

Hormonal

1100 N702:0.0%7 Q.170:0018 ORI E20.058 (RN ESRORS 046110064
GOHHD0] 013140035 0.008+0.0061 0.2B3-0.02% 0.103:0.008 D.56240.083
GUACED 6 045320074 042340015 053740082 DsSTH0A23 081140069
013204124 12900077 0.177+0.03% 1400+, 0M7 0.153+0.027 051140026
[EARH TR U3VE£DUTE G014£0.020 Q406820077 01§ 850009 039640 636

Accidn del dcido Abscisico. La Tabla 2 muestra que los
carotenoides medidos a 515, 475y 365 nm s encontraron
presentes en altas concentraciones en tomates mantenidos
bajo iluminacion. El contenido del licopeno de los tomates
expuestos a la luz fué el doble de aquellos conservados en la
obscuridad. El ABA increment$ los tres carotenoides en
investigacién, Una concentracion de ABA de 3 x 10°9 M,
dobld el contenido de carotenoide en la luz y produjo un
poco menos en la obscuridad. La tasa de A de los carote-
noides 515: 475 (licopeno: neurosporeno) fué de 0,95en la
luz y de 0,61 a 0,75 en la oscuridad. E! ABA también incre-
mentd la tasa de licopeno: neurosporeno en la obscuridad
{Tabla 2). La giberelina, kinetina y el 4cido ascorbico, in-
yectados a tomates verdes conservados en la obscuridad,
retardaron la maduracidén y los frutos presentaron un color
pintén; en cambio los frutos del control con agua fueron
rojos (Fig. 2y Tabla 3). Se ha encontrado un posible efecto
hormonal del dcido ascOrbico en otras plantas (Khurairi,
1968). Se midieron el licopeno y el neurosporeno después
de una y dos semans y se encontraron en menor cantidad en
los tomates tratados con GA4, Kin, y AA que en los
controles.

Et GA3 fuéel inhibidor mésfuerte de la biosintesis de caro-
tenoides. La kinetina tuvo un posible efecto inhibidor en la
sintesis del licopeno, y el icido ascorbico (AA) tuvo un
efecto -similar. Por otra parte la sintesis de fitoflueno no
parecié estar influenciada por los tratamientos con gibereli-
na & acido ascérbico,

La Figura 2 muestra que durante la segunda semanpa de
maduracionen la obscuridad, el fitoflueno no cambié en los
tratamientos con GA3 o ABA, En cambio se observd que
los picos a 515, 475 y 450 nm fueron incrementados por el
ABA y detenidos por el GA3 . Dumante este periodo la tasa
de los carotenoides 515: 475 en el control de agua fué de
0.81, mientras que en presencia de ABA I3 tasa fué-de 0.90.
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Figura 2. Espectro de Absorcion de pigmentos de tomates
tratados con ABA, GA; vy H;0. Los pigmentos fueron ex-
traidos después de dos semanas de iniciado el experimento.

TABLA 4. Contenido de licopeno en tomates en maduracién al final
de la segunda semana, expresado como porcentaje de los controles

?{E ﬁgﬁla en la oscuridad o de los Controles de agua con R, RD 5

Wi, DE LICOPEND Raojo

TRATAMIENTO Oscundad Raojo Rojo-distante  Rujo-distante

O del Control -

de oscuridad, — 230 134 200
ABA

o/, del Controd

de luz. 182 11 119 i

0}y del Controi de

oscuridad. —_— 80 4h 54
GA

0ty del Cuntrol

de lue. 33 27 34 38

TABLA 5, Contenido de licopeno medido a 515 nm en frutos de
tomate inyeetados con las signientes hormonas: ABA 3 x 10- 5M,
GA3 3x10-5 KINN 3 x 10-3M, AA 3 x 104 My agua destilada.

Se midié el licopeno después de una u dos semanas de incubacion
nla obscuridag a 240 C. Ademas del tratamiento hormonal los
rutos {8 por tratamiento) recibieron cinco minutos de lnz roja,
rojo-distante, 6 cinco minutos de rojo seguido de 5 minutos de
rojo-distante diarjamente. y luego fueron conservados enla obscu-
ridad. Los valores denotan el promedio de A 2 515 nm de 8 discos.

Trygmiento Hornonal Roja Rojo-distante Rajo y Rujo-distante

—~—lSemara = DSemana.  [Semana . 2Senwba  1Semang 2 Semapa

(L44120.023 1.44040,064 016310017 0927451019 0167¢0.020 099020053
D.19040.001 0.597+0,048 0.03240.005 0.32240.002%  0.045+0.005 0.383t0.058
02930032 13300033 0.1 1840016 064320060 0,1203(.015 0.8060.052
DGSTH0.051 16000, 104 0.29310,633 1.290:0.064 0.412£0.08 1.390+0.058
0.20210028 1.36020,070 043020013 05140116 {.14820.021 0.78310.046
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Hubo un incremento total de licopeno en los tomates trata-
dos con ABA y una disminucién en los tratados con GA
(Tabla 4). E1 ABA produjo un aumento de licopeno de
80—1300/0 sobre los controles de agua-oscuridad y un
aumento de 10—80of/o sobre los controles de agualuz
monocromética. La inhibicion del licopeno fue de
60-700/0 calculada con base en los controles de agua-luz
monocromdtica y de 20—550/0 calculada con base en los
controles de agua-oscuridad (Tabla 4).

Interaccién entre el Fitocromo como Mediador en la Bio-
sintesis de Carotenoides y Hormonas Vegetales. En este
experimento se utilizaron 320 tomates divididos en cuaren-
ta grupos de 8 cada uno y se establecieron combinaciones
de luz con tratamientos hormonales. Los tratamientos de
luz fueron rojo, rojo-distante, rojo seguido de rojo-distante,
y un control en la oscuridad. Este experimento fue repetido
dos veces y los resultados se anotan en la Tabla 5. Se puede
observar que el ABA mas la luz roja produjo el mayor con-
tenido de licopeno. El efecto inhibidor del rojo-distante RD
fue superado por el ABA.

Por otra parte, el incremento en licopeno que se esperaba
debido a la irradiacién roja fue inhibido por el GAs. La
giberelina produjo un 90ofo de ithibicién de sintesis de
licopeno en comparacion con el control de agua en la oscu-
ridad, pero en los tomates irradiados con luz roja la inhibi-
cidn fue de solo 5000, :

DISCUSION

Se ha encontrado que la sintesis de carotencides en plintu-
las de maiz es controlada por el fitocromo (Cohen y
Goodwin, 1962). Las xantofilas y carotenos de las plantulas
etioladas de maiz aumentaron como resultados de la irradia-
cion con luz roja. El efecto del rojo fue revertido por el rojo
distante. Los hallazgos presentados en este informe mues-
tran que los carotenoides (vgr. licopeno) de los cromoplas-
tos del tomate son también controlados por el fitocromo.
Ulrich y Mackinney (1970) trabajando en cultivo de tejido
encontraron que los carotenocides de los tejidos del “callus”
son diferentes de los carotenoides del fruto.
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Por otra parte, el pigmento amariilo anotado en la epider-
mis del fruto de tomate (Piringer y Heinze, 1954), el cual es
también mediado por el fitocromo, no es un carotenoide
sino un flavonoide.

Dostal y Leopold (1967) pudieron retardar el desarrollo de
color sumergiendo tomates verdes o porciones del fruto,
producidas en cultive de tejido,en solucién de Acido giberé-
lico de 10-%a 107 M. La aplicacién de etileno (1.000
micro litros/L por.24 horas) devolvio el efecto retardador
del GA. El presente estudio confirma los hallazgos de
Dostal y Leopold, en cuanto a que el desarrollo del color en
tomates es retardado por el GA y muestra ademds que la
kinetina y el dcido ascorbico tienen un efecto similar. Por-
ter y Anderson (1967} han sugerido la siguiente via parala
biosintesis del licopeno: ﬁtoﬂuenol",ét’.laroteno'ii Neuros-

poreno 31 Licopeno. De acuerdo con nuestras observacio-
nes parece que el efecto del rojo/rojo-distanteé esté localiza-
do en el neurosporenos licopeno, pero no estd claro si el
ABA acttia en el mismo sitio.

Ya que se encontrd que el fitocromo afecta la sintesis de
carotenoides en los cloroplastos, esto trae la pregunta de si
el fitocromo tiene una influencia en lalicopeno - dehidroge-
nasa, También nace aquf otfra pregunta: ;tiene el fitrocro-
mo un efecto sobre hormonas enddgenas en el tomate? No
tenemos respuesta a tales preguntas en la actualidad.

Durante el tiempo en que se escribid este articulo Dorffling
(1970)- probd que el ABA esti presente en los frutos de
tomate y que el nivel de ABA cambia durante el desarrolto
del fruto y el proceso de maduracion,
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LAMINA 1

ACCION DEL ESPECTRO EN LA MADURACION DEL TOMATE. Se colocaron 8 tomates en una caja con un filtro especial en la
parte superior para transmitic solamente una longitud de onda particular. Los filtros utilizados fueron: :ojo 650 nm;1rojo —distante
750 nm; azul 450 nm; verde 545 nm. Para el amarillo se utilizd un celofan amarillo, pero éste no actud como buen filtro. Los tomates
estuvieron expuestos en una cimara de cultive a 24© Cy una intensidad luminica de 2.300 bujfas/pié.

La foto fue tomada después de una semana de exposicion. Mientras mas oscuro aparece el color, mayor es ¢l grado de maduracion.

LAMINAII

CONTROL DEL FITOCROMO EN LA MADURACION DEL TOMATE. A cada grupo de 8 tomates se le aplico 5 minutos de luz rojo
0 rojo—apartado diariamente durante una semana. Después del tratamiento de luz, los tomates se conservaron €n la oscuridad. El
Gltimo a la izquierda es el control de oscuridad. Los tres de la derecha recibieron luz de 2.300 bujfas/pié continvamente durante una
semana, Todos los grupos se mantuvieron en una camara de cultivo a 24% C. A un mayor grado de oscuridad corresponde un grado
més avanzado de maduracién.
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LAMINA I

EFECTO DEL FITOCROMO Y TRATAMIENTOS HORMONALES EN LA MADURACION DE TOMATES. Se inyecté 1 mif de
solucidn de hormona al principio del experimento y cuatro dias mas tarde. Se aplicd diariamente uz roja ¥ rojo—apartado durante
cinco minutos. Los tomates se conservaron en una camara de culiivo a 24° C, La foto fue tomada después de una semana de iniciado
el experimento. Mientras mas osclro aparece el color, mayor es el grado de maduracion.

El color blanco puro que aparece en algunos tomates, corresponde a escarcha del refrigerador donde estuvieron antes de tomar la
foto.

LAMINA IV

EFECTO DEL ACIDO ABSCISICO EN LA SINTESIS DE LICOPENOQ. Se extrajo ¢l pi is

F . . jo ¢l pigmento de discos de tomate de 1 cm. de
d;ametrp con acetgr_la—clorofopno (1:1). Ca_dz_x tubo contiene el extracto de un disco de tomate. Los tomates fueron inyectados con 2
ml de dcido abscisico (8 mgflitro) al principio del experimento y cuatro dias mds tarde. A un mayor grado de oscuridad coresponde
un grado mas avanzado de maduracidn.
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