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RESUMEN

Algunas especies durante el periodo de reactivacién del crecimiento
muestran en las yemas de la lamina foliar una pigmentacion morada
rojiza que corresponde a la presencia de pigmentos antocianos, los
cuales pueden estar implicados en la proteccion de los tejidos contra los
rayos UV-B. El objetivo de este estudio fue la caracterizacion de los
pigmentos antocianos acumulados en las yemas de las laminas foliares
de individuos de Miconia biappendiculata y Clusia multiflora colectados en
el Bosque Andino de la Pefia Vereda de Puente Tierra, Municipio de
Saboya, Departamento de Boyaca. Mediante técnicas de cromatografia
en capa delgada (TLC), cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y
espectrofotometria, se logré la extraccion de los pigmentos y  su
espectro de absorcion. Se realizaron cortes histoldgicos para conocer
su ubicacion dentro de la lamina foliar. En el analisis espectrofotométrico,
Clusia multiflora tuvo un pico de absorcion de 281.3 nm, y Miconia
biappendiculata de 295 nm. En la cromatografia de capa delgada (TLC)
se obtuvo un indice de corrido (Rf) de 0.54 en Miconia biappendiculata y
de 0.49 en Clusia multiflora, valores que corresponden a dos tipos
diferentes de pigmentos antocianos: la Pelargonidina y la Cianidina,
respectivamente. En la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
se registraron las concentraciénes entre los 2.48 tiempo de retencion
(TR) vylos 2.50 tiempo de retencion (TR). En los cortes histolégicos de
Clusia muiltiflora, los pigmentos antocianos se acumulan en la epidermis
inferior y en Miconia biappendiculata éstos se acumulan en la epidermis
superior e inferior. Por ultimo, los resultados sugieren que la
Pelargonidina y la Cianidina se acumulan en los primordios foliares de
estas dos especies como una respuesta a la radiacién ultravioleta UV-B,

ya que esta causa dafo a estructuras internas(cloroplastos).



Palabras clave: pigmentos antocianos, pelargonidina, cianidina, Miconia

biappendiculata, Clusia multiflora, radiacion UV-B.

ABSTRACT

Some species during the growth renewal period show in the buds of
foliaceous sheet a reddish-violet pigmentation that correspond to the
presence of anthocyanins pigments, wich can be implied in the protection
of the tissues against the UV-B radiation. The objective of this study was
the characterization of the anthocyanins pigments accumulated in Miconia
biappendiculata and Clusia multiflora buds filaceous sheet, wich in the
place La pefa of Andean forest, Puente de Tierra sediwalk , Saboya
municipality, Boyaca department were colected. By means of Thin Layer
chromatografy (TLC), high performance liquid chromatography (HPLC)
and spectrophotometry techniques, was achieved the pigments extraction
and its absorption spectrum. They were carried out histological cuts to
know their locationin side the foliaceous sheet. In the spectrophotometry
analysis Clusia multiffora had and absortion peak at 281.3 nm
wavelength, and Miconia biappendiculata at 295 nm wavelength. In the
chromatography analysis a 0.54Rf value for Miconia biappendiculata
and 0.49 Rf value for Clusia multiflora was obtained, that correspond to
types different from anthocyanins pigments : Pelargonidin and and the
Cyanidin, respectively. In high performance liquid chromatography (
HPLC) were registered concentrations at 2.48 and 2.50 retention
times(RT). In Clusia muiltiflora histological cuts anthocyanins pigments
accumulate in the lower epidermis and in Miconia biappendiculata these
they acumulate in the upper and lower epidermis. Lastly, the results

suggest that Pelargonidin and Cyanidin accumulate in the foliaceous buds



of these two species, like an answer to the harmful exhibition of the UV-B

radiation.

Key words: Anthocyanins pigments, Pelargonidin, Cyanidin, Miconia

biappendiculata, Clusia multiflora, UV-B radiation.



1. INTRODUCCION

Dentro del reino vegetal se encuentra un gran numero de pigmentos cuya
funcién es la de absorber la energia proveniente del sol a diferentes
longitudes de onda (Sharma 2001). Entre los pigmentos mas importantes se
encuentran las clorofilas; éstas brindan el color verde a las hojas y se
encargan del soporte de la biésfera, tomando la energia luminica y
convirtiéendola en energia quimica (Davies 1987). Pigmentos como el
fitocromo y el criptocromo son importantes para la regulacién de la
actividad biolégica, en donde participan en los procesos de fotoperiodismo y
fotomorfogénesis (Kendrick & Kronemberg 1986). Flavonas glucésidos y
antocianinas absorben los rangos ultravioleta protegiendo los tejidos de esta

perjudicial radiacion (Levy & Skiles 1996).

La sintesis de pigmentos protectores UV en la epidermis de las hojas

resulta ser un mecanismo natural contra los rayos UV-B (Mazza et al. 2000).

Esta radiacién genera dafios en cuanto a la inhibicién de la fotosintesis y al
crecimiento de las hojas (Lindoo & Caldwell 1978). La radiaciéon puede ser
absorbida por bases del DNA y producir en ellas cambios de tipo quimico y

dafios en el material genético (Stapleton & Walbot 1994).



La informacién sobre el efecto de la luz UV-B en especies vegetales de
algunos bosques es muy limitada, sin embargo se sabe que ésta, incide

sobre la fisiologia y el crecimiento de algunos arboles (Mazza et al. 2000).

En el trépico, dado el angulo de penetracién solar y la delgada capa de
ozono, las plantas terrestres se encuentran expuestas a altos niveles de
radiacion UV-B, mas que en otras altas latitudes (Heinrich et al. 1999). Es de
esperarse que las plantas que habitan altas montafias estén expuestas a la
radiacion UV-B, por lo tanto deben estar mas adaptadas para protegerse de
los nocivos efectos que posee esta radiacion. Por ejemplo, algunas plantas
de montanas tropicales presentan una resistencia a la radiacion UV-B
debido a que tienen una mayor cantidad de flavonoides en la epidermis

(Sharma 2001).

En varias salidas realizadas a un bosque andino colombiano se ha
encontrado que en individuos pertenecientes a las especies vegetales
Miconia biappendiculata 'y Clusia multiflora, durante la época de
reactivacion del crecimiento, se observan pigmentos no clorofilicos “violeta

rojizos”, que se acumulan especialmente en los cogollos.



En estas especies, las yemas apical y laterales se colorean de un morado
intenso, pero al interior del cogollo, a medida que las laminas foliares se
extienden, la pigmentacion se zonifica de manera que la base foliar conserva
el pigmento mientras que la zona media y apical se enverdecen. En la
especie Miconia biappendiculata, a medida que la hoja va creciendo, puede
apreciarse una pigmentacion morada en sus laminas foliares en crecimiento,
la cual se ubica hacia la base. En Clusia multiflora, en el envés de las
laminas foliares de las hojas apicales recientemente extendidas, se observa

una pigmentacién morada.

En este estudio se pretende describir la ubicacion de estos pigmentos en
estas especies, y verificar su funcibn como una proteccién de las células
meristematicas, responsables del crecimiento de la hoja y de la actividad
organogénica de los meristemos, dando a conocer una posible estrategia de
adaptacién en alta montafia contra los rayos ultravioleta desarrollada por

una pigmentacién temporal zonificada.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES

2.1.1. Clusia multiflora H.B.K

2.1.1.1 Ubicaciéon Taxondmica

Reino Plantae, Phyllum Magnoliopsida, Orden Theales, Familia

CLUSIACEAE (GUTTIFERAE), Género Clusia, Especie Clusia multiflora.

Autores: Humbold, Bonplandt & Kunth, Nov, Gen.et Sp.V.200. (Correa &

Bernal 1993)

Sinénimos: Clusia sessilis (Uribe 1960)

Nombre vulgares: Sombrero copey, Gaque, Cucharo, Incienso (Bolivia);

Cape, Capé Chugualo, Chagualén, Gaque, Moque, Rapancho, Tampaco
(Colombia); Cape (Panama); Incienso (Peru); Copey, Cucharo (Venezuela);

(Correa & Bernal 1993).



2.1.1.2. Descripcion Morfolégica

Arbol terrestre de hasta 10 m de altura, con tronco anillado con tendencia
monopddica, corteza parda, ramas quebradizas, con latex color crema o
amarillo que brota por las puntas. Hojas pecioladas, recortadas, ovales,
opuestas, decusadas, peciolos 0.5-1.0 cm, haz caniculado, envés convexo,
lamina foliar de 12 a 15 cm de largo, 10-12 cm de ancho, de textura coriacea,
superficie lisa, haz de color verde oscuro, ligeramente dorsiventrales (envés
marcadamente mas claro que el haz, de color verde oscuro), apice obtuso,
base obtusa ligeramente atenuada, margen ligeramente revoluto, nerviacién
secundaria inconspicua; raices adventicias (cuelgan de las ramas bajas) y
algunas furcreas (zancos), pudiendo convertirse en nuevos pies, formando
parches (como un arbol con varios troncos unidos por las ramas). Es una
especie dioica (arbol macho y arbol hembra aparte); inflorescencia terminal
cimosa, flores masculinas 1-3 (4-5) sépalos, verde blanquecinos, pétalos 6
(8) imbricados anchamente ovados, 1.3 cm de ancho, 1.1 cm de largo, color
de pétalos blanco rosado, androforo globoso de 0.8 cm de largo; estambres
numerosos con 15-20 filamentos carnosos; flores femeninas con ovario con
8-10 léculos, 6vulos numerosos, fruto capsula verde opaco, semilla con arilo

rojizo vermiforme (Maguire 1978, Hernandez 1992, DAMA 2000).



En nuestra flora subandina se encuentran cien especies frecuentes del
Género Clusia que se reconocen por sus hojas de corto peciolo, opuestas,
glabras, con el raquis robusto y por la resina amarilla que mana de las

incisiones hechas en el corte (Pérez 1996).

2.1.1.3. Distribucion geografica

Se encuentra entre los 1300 y los 3400 m.s.n.m.. Dentro de las
CLUSIACEAE es la especie con mayor distribucion en América (Torres
1983), y en Colombia se ha reportado en varias cordilleras, aunque
mayormente en los Andes centrales antioquefios de Colombia (Uribe 1940,
Torres 1983). Se distribuye en los departamentos de Antioquia, Boyaca,
Cundinamarca, Santander y Putumayo entre los 200 y 3470 m de altitud

(Garcia 1975, Maguire 1978, Torres 1983).

2.1.1.4. Ecologia

En la selva andina tiene una posicién ambiental tipica entre los 2800 y los
3300 m de altitud. Requiere de suelos muy drenados, humedad alta y
permanente. Frecuente rupestre, crece sobre puntos de exurgencia freatica

o0 abrigos monoclimaticos humedos. Soporta alta radiacion si cuenta con



humedad atmosférica. Es favorecida por la facilitacion del matorral y rastrojo
bajo. Subdominante del encenillal (Weinmania spp.) y sus transiciones a
otros tipos de bosque. Es frecuente ecotonal. Su posicién en la sucesion es
la de un inductor preclimacico tardiseral. Alcanza su 6ptimo en el preclimax
del encenillal, manteniéndose como subordinada frecuente en el encenillal

maduro (DAMA 2000).

Conforma entonces parte del encenillal en bosques altos de ladera o
bosques altos perhumedos en donde abunda Chusquea scandens. Gracias
a su agresiva propagacion vegetativa, C. multiflora forma caracteristicos
manchones casi puros Yy muy densos, los cuales comienzan a formarse
sobre los matorrales y se conservan hasta que el rodal alcanza el estadio

de bosque mediano (DAMA 2000).

Puesto que se encuentran bosques medianos de C. multiflora, pero no
bosques altos, puede pensarse que su abundancia se ve gradualmente
reducido después de aquel estadio. En los bosques altos mas jovenes
predomina W. tomentosa y dispersos se hallan individuos seniles de Clusia
multiflora, los cuales pueden considerarse arboles del pasado sucesional.
Hacia el ecotono de estos bosques altos es muy frecuente, lo cual puede
sefalar el desplazamiento centrifugo de sus poblaciones con el avance de

la sucesion a la etapa fisondmica de bosque alto. Los individuos adultos



clonan mediante raices adventicias que descienden de las ramas hasta el
suelo convirtiéendose en nuevos troncos. Esta reproduccion vegetativa es
mas activa en atmdsferas humedas donde se forman grandes parches

clonales a manera de densas arcadas (DAMA 2000).

Produce un denso sombreado, lo que la hace una importante dinamizadora
de los rastrojos bajos y altos, asi como una valiosa piroclastica en matorrales
pirdfilos. Es también importante como ornitécora, ejerciendo gran atraccién

sobre los dispersores (DAMA 2000).

2.1.1.5. Usos e Importancia Econémica

Tienen una funcion en la prevencidon de incendios forestales, en franjas y
nucleos de piroclasticas. Es Inductor del encenillal sobre subclimax de
subparamo secundario (DAMA 2000). Sirve para la estabilizacion de
taludes y escarpes, asi como para la protecciéon de nacederos en laderas

(DAMA 2000).

El Iatex se utiliza para tintura de lanas, como purgante y como incienso. Su
madera se utiliza en ebanisteria. Tiene valor ornamental. Su propagacién por
estacas y por semilla, permite su reproduccion en viveros (DAMA 2000). El

nombre de “sombrero” se debe al empleo de las hojas de cape para tejer



con espinas de otras plantas, grandes sombreros empleados en el Choco
por los mazamorreros o lavadores de oro y platino. La corteza de cape es
astringente y su resina, extraida tanto del tronco como de los frutos, se usa
para curar las heridas y como purgante. En Villavicencio se emplean las
raices para barbasco (Pérez 1996). La resina extraida de este arbol fue
muy empleada por las tribus indigenas americanas a la manera de
incienso para perfumar sus templos (Hernandez 1992). Las flores de
“‘gaque” se emplean en infusiéon a la dosis de 20 g en 300 ml de agua para

combatir los resfriados (Hernandez 1992).

21.1.6. Fitoquimica

A partir del extracto de petroleo de los frutos secos de Clusia muiltiflora

H.B.K., Arias (1985) aisl6 varios compuestos por cromatografia de columna.

El primero de ellos lo estudio por espectroscopias de Resonancia Magnetica
Nuclear (RMNH), Infrarrojo (IR), Espectrofotometria de Masas (EM) y lo
comparé cromatograficamente con patrones; los datos sugieren la presencia
de Friedelina. Un segundo compuesto separado por este autor, correspondio
a una benzofenona poliprenilada a través de espectroscopias de RMNH, IR,
UV y EM. Arias realiz6 pruebas quimicas para determinar su estructura, no

resuelta en su totalidad. La comparacion de los datos del compuesto con las



benzofenonas registradas en la literatura, indic6 una benzofenona no

descrita.

Ademas, Arias (1985) aisld un triterpeno tetraciclico cuya identificacion
corresponde a uno de los epimeros en C20: eufol o tirocalol, y comprobé la

existencia de un compuesto cetdnico alifatico.

Arias (1985), senalé que también existen en los frutos otras benzofenonas
no identificadas que deberian ser objeto de posteriores estudios. Las
muestras recolectadas en diferentes épocas del afio con intervalos de cuatro
meses no mostraron diferencias significativas en cuanto al contenido de
sustancias aromaticas; la cantidad extraida en éter de petréleo fue diferente
para las distintas muestras, lo que puede dar margen para suponer que

segun la época del ano la composicion quimica puede variar en cantidad.

Hernandez (1992), indicé que la resina de Clusia multiflora contiene goma,
una sustancia colorante amarillenta y una esencia cuyo olor es muy parecido

al incienso.

10



Miconia biappendiculata (Naud.) L. Uribe

2.1.21 Ubicacion Taxondmica

Reino  Plantae, Phylum Magnoliophyta, Clase Magnoliopsida, Orden
Myrtales, Familia MELASTOMATACEAE, Género Miconia, Especie Miconia
biappendiculata

Autores: (Naud) L. Uribe 1960.

Sindénimos: Miconia granulosa (Bonpl.) Naud.var.biappendiculata Naud., Ann.
Sci. Nat.lll. 16:218.1851.

Melastoma granulosa Bonpl.Melast.25.1807.
Miconia granulosa (Bonpl.) Naud., Melast. 25 .1807.

Melastoma revoluta Dietr. ex Steud., Nomecl.ed.2, 2:117.1841.

Nombres vulgares: Las 700 especies de este género se ven muy

representadas en nuestros pisos térmicos mas elevados. En Colombia y en
paises vecinos se conoce como drnica, azucarero, camasey, camasey
amarillo, camasey esquinado, camasey morado, canilla de venado, jayo
macho, mortifio, miguito, punta de sarvia, tintillo y Tuno; en Panama, oreja
de mula, palo negro, canillo de cerro, canillo, gorgojo, gorgojillo; en
Venezuela, canillita, canilla de venado, oreja de tigre, morita; y en Ecuador

colca (Pérez 1996).
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2.1.2.2 Descripcion Morfolégica

Arbol de 4 a 5 m de altura; tallos de 25-35 cm de DAP, con pubescencia
anaranjada pubercula (granulos sésiles semiestrellados de color ocre a
mostaza), presente principalmente en las partes mas jovenes de la planta
(ramas delgadas de seccién angular y ramillas de la inflorescencia), nudos
densamente pubescentes con distancia internodal maxima de 42 mm; hojas
opuestas (2 en cada nudo), péndulas, elipticas abovadas, 142-21 x 63-9
mm, subcoridceas a cartaceas, base redondeada, agudas a ligeramente
acuminadas en el apice, peciolo extremadamente flexible de 45 mm de
longitud maxima, margen foliar con dientes orientados hacia el apice, cortos
y casi adpresos al borde, haz relativamente glabro, 3 nervaduras principales
prominentes en el envés que es totalmente pubescente con granos
estrellados de radios cortos, semiagudos y anchos en la base, otro par de
nervaduras muy cercanas al margen foliar vy relativamente completas,
areolas de las venulas foliares de 10,2 mm; inflorescencias terminales,
cortas totalmente pubescentes y apretadas cuando inmaduras, con bracteas
pubescentes en el envés y bracteolas (pubescentes), angostas y erectas
que escasamente cubren un lado del botén, ramillas secundarias teretes;
flores sésiles, 5-meras, pétalos 0,35 x 0,42 mm, con limbo calicinal cerrado
en el botén, hipantio tubular urceolado, I6bulos de caliz triangulares de 0,3

mm (botdn), reunidas en glomérulos terminales, androceo y gineceo glabros,
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anteras basifijas, oblongas de 0,51 mm con dos léculos y dos apéndices,
uno a cada lado de la parte anterior del conectivo, ovario infero, estigma
truncado de 0,5 mm de diametro, semillas obloides (Uribe 1960, Hernandez

1993).

2.1.2.3. Variacion Inter-especifica

Las principales diferencias se presentan en el tamafo de las hojas, en la
densidad de la pubescencia en el envés, en el ancho de la lamina foliar, en el
color del haz, y en la cantidad de flores de cada inflorescencia (Hernandez

1993).

2.1.2.4. Distribucion Geografica

En Colombia en Zonas de los municipios de Bogota D.C. (Cundinamarca),
Ibagué (Tolima) y Santa Marta (Magdalena). Uribe en 1960 la registré para
los pisos frios y de paramo en Cundinamarca, en Bogota D.C., Guasca,
Sibaté, Carupa, Subachoque, Zipaquira, Suba, Usaquén, Fuquene vy el Salto
de Tequendama; en Boyaca en los municipios de Paipa, Tuta, Arcabuco,

Santa Rosa, Duitama y en la laguna de Tota; en Norte de Santander en
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alrededores de Pamplona y en Santander en el paramo del Almorzadero

(Uribe 1960).

2.1.2.5. Ecologia

Esta especie es tipica en areas de vegetacion cerrada de bosques andinos
en donde suele encontrarse rodeada de matorral alto semiseco y tupido con
suelos de poca pendiente y bastante drenados. Es comun encontrarla en
matorrales bajos y abiertos en sitios continuamente nublados (Hernandez

1993).

2.1.2.6. Usos e importancia econdmica

Sus frutos son comestibles y algunos indigenas colombianos suelen

obtener un colorante amarillo de sus hojas (Uribe 1940). Su madera es

utilizable para lefia y para construcciones pasajeras (Pérez 1996).
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2.2. PIGMENTOS ANTOCIANOS

2.2.1. Clasificacion y Caracteristicas Bioquimicas

Los pigmentos antocianos, junto con los flavonoides, flavonas, catequinas,
flavanes, dehidroflavonoles, leucoantocianidinas o proantocianidinas,
isoflavones, neoflavones, calconas, dihidrocalconas y auronas, conforman los

FLAVONOIDES (Goodwin & Mercer 1988) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de los principales flavonoides.
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Las antocianinas comunmente se conocen como Antocianidinas, y aunque se

conocen mas de 22 moléculas diferentes,

las mas comunes son

pelargonidina, delfinidina y cianidina (Salisbury & Ross 1994) (Figura 2).
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Figura 2. Estructura quimica de las principales antocianinas

Los pigmentos antocianos
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(Kendrick & Kronemberg 1986) en la via
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condensacion de acetil CoA (Gross 1987, Goodwin & Mercer 1988).

Generalmente, los flavonoides presentan sustituciones hidroxilo o metilo, y
a través de éstos se ligan azucares, especialmente a glucosa o galactosa,
formando glicésidos, hecho que les confiere mayor solubilidad en agua. Sus
agliconas respectivas tienen como estructura el anillo flavano (Goodwin &

Mercer 1988).

2.2.2. Ubicacion de las Antocianinas en Tejidos Vegetales

Las antocianinas son pigmentos confinados en las vacuolas de células
epidérmicas de hojas, flores, frutos y tallos, que desarrollan coloracion azul,
morado y/o rojizo de diferentes tonalidades (Salisbury & Ross 1994,

Markham et al. 2000).

La acumulacién de antocianinas en la epidermis superior o el mesofilo de las
hojas, interfiere con las reacciones luminicas de la fotosintesis. Debido a
su habilidad de absorber luz azul y reflejar luz roja, las antocianinas
pueden, tedricamente, competir contra clorofilas y carotenoides. Existen
evidencias en donde los pigmentos antocianos protegen a las células de los

dafios ocasionados por la luz UV-B, en donde el material genético se ve
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protegido por la acumulacién de estos pigmentos (Levy & Skiles 1996, Lo &

Nicholson 1998, Scott 1999 ).

En 1996 Levy and Skiles encontraron que dos especies de plantas que
habian sido expuestas a radiacion UV-B desarrollaron en la epidermis de
sus hojas una proteccion dada por pigmentos flavonoides como una

respuesta al estrés ocasionado por la radiacién UV-B.

Las hojas de varias especies frecuentemente desarrollan una coloracién
rojiza durante su estado de crecimiento. La mayoria de las plantas producen
antocianinas, usualmente glucdsidos-cianidinas. Algunas  especies
producen antocianinas durante sus estados de desarrollo temprano, durante
la senescencia o en ambos. En la epidermis inferior de hojas madurasy en
el mesdfilo de empalizada, se acumulan antocianinas como proteccion de

la UV-B (Lee 1997, Hagen1966).

En las plantas las antocianinas aparecen transitoriamente dentro de
estados especificos del desarrollo, inducidos por un gran numero de
factores ambientales como la luz UV-B, bajas temperaturas y estrés por
agua. La produccién y localizacién de antocianinas en raices, tallos y

especialmente hojas ofrece una resistencia al estrés ambiental (Lee 1997).
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En cuanto a resultados histologicos se ha encontrado que en los pétalos de
las plantas existe una gran intensidad de color debido a que las antocianinas

tienden a acumularse alrededor de la epidermis (Markham et al. 2000).

También es conocido que las manzanas tienden a cumular pigmentos
antocianos en su epidermis como una proteccion a la radiacion UV-B

(Kootstra 1994).

En muchos de los casos los pigmentos antocianos se encuentran dentro de
vacuolas de células epidérmicas. Sin embargo, en ciertas especies de
plantas las antocianinas se localizan discretamente en ciertas regiones de las

vacuolas (Markham et al. 2000).

2.2.3. Caracteristicas Fisicas y Funcion

Desde su descubrimiento, la presencia de antocianinas se ha asociado con
las etapas de reproduccion y propagacion de las plantas, ya que gracias a
la gama de colores que ellas generan sirven para atraer insectos, avesy
mamiferos polinizadores, al igual que algunos comedores de frutos y
dispersores de semillas (Salisbury & Ross 1994, Taiz & Zeiger 1991,

Middleton & Teramura 1993).
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En la naturaleza existen flavonoides que poseen la caracteristica de proteger
a las plantas de radiacion UV-A y UV-B. Estos brindan una mayor
proteccion al funcionar como filtros de absorcion (Stapleton & Walbot 1994,

Ballare et al. 1996, Cockell & Knowland 1999).

Las antocianidinas son los unicos flavonoides que junto con las clorofilas y
los carotenoides colaboran en la coloracion de las hojas. Asi, en el reino
vegetal y con relacion al follaje, se observan varios tipos de coloracién, que
en las diferentes especies se expresan diferencialmente a través del tiempo:
coloracion momentanea, coloracibn permanente y coloracion otoial
(Goodwin1965). En la coloracion momentanea las antocianinas se acumulan
en hojas en estado de desarrollo temprano (hojas jévenes) y conforme las

hojas van madurando la pigmentacion va desapareciendo (Goodwin 1965).

La coloracion permanente se presenta en aquellas plantas que poseen un
gran valor ornamental como es el caso de las begonias y las rosas
(Goodwin 1965). En cuanto a la coloracién otonal, es bien conocido que
participan tanto los pigmentos antocianos como los carotenoides; dicha
coloracién depende tanto del desarrollo de las plantas como de los
factores climaticos. En todos los casos el pigmento involucrado es la
cianidina-3-glicésido, aunque en pocas especies se ha registrado la

acumulacién de delfinidina (Goodwin 1965).
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Las antocianidinas también constituyen los pigmentos mas importantes en la
coloracién de los frutos. Las variaciones en el color corresponden a la
presencia de uno 0 mas pigmentos antocianos mas que a la presencia de

diferentes tipos de moléculas (Siegelman & Hendricks 1957).

Las antocianinas estan entre el rango del rojo y purpura, y brindan los
colores rojos y azules de algunas plantas. Existe un fenémeno dado por las
antocianinas conocido como “copigmentacién” responsable de los colores

azules de algunas flores (Brouillard 1983).

En cuanto a la absorciéon de UV, las antocianinas son menos eficientes en el
rango de los 520 nm, pero su zona de absorcién se extiende dentro de la
zona UV-A (390-320) igual que en las hojas. Estas antocianinas pueden
servir de proteccion, ademas de brindar diferentes colores a las corolas de
las flores con el fin de atraer agentes polinizadores. También contribuyen a la
proteccion del polen, evitando que la radiacion UV-B penetre dentro de las

anteras, reduciendo su incidencia en un 98% (Cockell & Knowland 1999).

A nivel de las comunidades vegetales, las antocianinas tienen una
participacion singular en la coloracion no definitiva del follaje, desarrollada
en la vegetacion de los bosques de las Zonas Templadas y en los bosques

de altura en la Zona Ecuatorial (Salisbury & Ross 1994).
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2.2.4. Génesis de las Antocianinas.

Los pigmentos antocianos acumulados en las plantas aparecen
transitoriamente dentro de un estado de desarrollo especifico y pueden ser
inducidos por una gran variedad de factores ambientales como las bajas
temperaturas, el estrés por agua y la radiacion UV-B. La produccion y
localizacion de antocianinas en los tejidos de las hojas es una respuesta de
resistencia al estrés ambiental (Taiz & Zeiger 1991, Salisbury & Ross 1994,

Scott 1999, Heinrich et al. 1999).

Numerosos factores ambientales tales como las condiciones de agua,
temperatura, viento, infecciones y el mas importantes de todos: la luz, se
expresan en la activacion de diferentes enzimas involucradas en la
biosintesis de antocianinas (Gross 1987). Otros factores, como la polucién
atmosférica, el etileno (Davies 1987) y la aplicacion de herbicidas (Ahston &
Crafts 1981) también ocasionan la acumulacion de antocianinas en el follaje

de las plantas.

En investigaciones de parametros morfolégicos de las plantas se ha
observado que éstas se ven afectadas por la radiacion UV-B, pero un

estudio realizado con cinco especies de plantas permiti6 comprobar que al
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exponerlas a la luz ultravioleta, éstas incrementan en sus hojas

compuestos de absorcion de luz UV-B (Searles et al. 1995).

Estudios realizados con la pigmentacion de pétalos de la especie Impatiens
balsamina han dado evidencia de la existencia de diferentes patrones
moleculares  presentes en los tejidos donde los pigmentos tienen una
funcién especifica. El desarrollo de esta pigmentacion resulta ser paralela
al desarrollo morfolégico de la estructura. Previos reportes han mostrado
que la modificacidon secuencial de flavonoides esta implicada con la
maduracién de los o6rganos(Mirecki & Teramura 1984). EI cambio de color
en las flores es un fendmeno comun en el cual se brinda atencién en el
desarrollo de las flores, pero estas modificaciones de color se ofrecen como

una consecuencia de la apariciéon de diferentes pigmentos (Hagen 1966).

Las antocianinas son sensibles al cambio de pH y al cambio de

concentraciones de nutrientes en el suelo (Julien 2000).

Algunos reportes han mostrado que algunas hormonas como las auxinas y
las citoquininas inducen la formacion de antocianinas en algunas células. El

ABA por ejemplo no permite la produccién de antocianinas (Scott 1999).

Las antocianinas como la pelargonidina, delfinidina y cianidina difieren en

el numero de hidroxilos que poseen en el anillo B y presentan caracter
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idnico, por lo que su coloracion puede variar con el pH. Asi, en solucidn
acida el color varia del naranja al rojo (Pelargonidina), al morado (Cianidina)
o al purpura (Delfinidina); si se eleva el pH sobre 7 la solucion se decolora y
se forman bases anhidras de color azul. En condiciones de pH basico, se
presenta una ionizacidén irreversible de los grupos fendlicos e hidroxilos

(Harborne 1967, Salisbury & Ross 1994).

Con respecto a efectos nutricionales es obvio que la sintesis de
antocianinas requiere de la presencia de azucares libres. Se ha encontrado
que el azucar tiene un efecto en cuanto a la acumulacién de antocianinas

(Gross 1987).

En algunas investigaciones, se ha encontrado que el Nitrégeno esta
asociado con la disminucion en el contenido de antocianinas en algunas
frutas. EIl nitrégeno que es sintetizado en sustancias como aminoacidos y
proteinas, interfiere con la biosintesis de azucares y antocianinas (Gross
1987). De la misma forma, los pigmentos antocianos suelen acumularse en
plantas que presentan deficiencias nutricionales de nitrogeno, fésforo o

azufre (Taiz & Zeiger 1991).
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2.2.5. Aspectos Genéticos

Generalmente las antocianinas no sélo juegan un papel muy importante en
cuanto al color sino que también participan en los efectos de tolerancia por
factores bidticos o abidticos y en la regulacién de genes en el metabolismo
de las plantas. Con respecto a la regulacién de genes en el cromosoma 4 del
arroz, existen genes que regulan la sintesis de antocianinas, como son el P
i, pl-2, Prp, P, Ps-1 Ps-2y Pin-1. La irradiacién UV-B activa el gen P/"w

resultando la induccion de antocianinas (Maekawa 2002).

2.2.6. Danos ocasionados por la radiacion UV-B en las plantas

Es conocido que la radiacion ultravioleta altera el metabolismo de los
organismos vivientes, causando la destruccion del DNA, inactiva las
enzimas, ocasiona disrupcion en las membranas y genera radicales libres.
Los dafios ocasionados por los radicales libres son irreversibles y causan
enormes danos a los organismos. La luz UV-B causa reduccion en la
fotosintesis, provoca dafios tanto a los organismos como al material
genético presente en el nucleo (Sharma 2001, Krause et al 1999). También
causa alteracion en procesos de division celular, y en patrones de
crecimiento y desarrollo, como puede ser la dormancia y la floracion

(Sharma 2001).
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Estudios realizados en tomate han mostrado que la luz UV-B inhibe la
expansion de la hojay la elongacién del tallo, generando consecuencias
adaptativas como la disminucién del grado sensitivo de las células (Sharma

2001).

Algunas investigaciones han mostrado que la radiacién UV-B inhibe la
fotosintesis y el crecimiento de las hojas. Un mecanismo que opera en el
crecimiento de las hojas es el sistema fitocromo. El contenido de
antocianinas puede ser controlado por el sistema fitocromo vy la radiacion
UV. El fitocromo puede estimular la formacién de antocianinas (Mazza et al
2000); pero se ha demostrado que este sistema, al tener una baja
radiacion actua independientemente sobre la expansion de las hojas vy la
formacion de antocianinas (Lindoo & Caldwell 1978). La radiacion de luz
ultravioleta causa cambios en la morfologia de las plantas (Searles et al.
1995), induce inhibicion de la expansién de la hoja y por consiguiente
promueve la produccién de pigmentos antocianos. Las hojas que son
expuestas a la luz ultravioleta UV -B (280-320 nm) reducen su crecimiento

(Lindoo & Caldwell 1978).
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2.3. Radiacion Solar.

El estudio de la radiacién solar en el area de interés constituye un elemento
de la mayor importancia, dada la naturaleza de los objetivos del trabajo; por
esta razon, se presenta a continuacion una revision teodrica de los principales
conceptos involucrados en el tema de la iluminacion natural.

La luz solar se define generalmente, en términos de la radiacién
electromagnética en el rango espectral del ojo humano. Dado que los
términos: flujo radiante, radiancia e irradiancia comprenden radiacién fuera
de este rango, normalmente no se emplean en la descripcién de la luz solar;
en su lugar, se utilizan los términos analogos: Flujo luminoso, luminancia e
iluminancia. Estos términos estan definidos sobre la base de la respuesta
espectral del ojo humano, con respecto a la funcién de eficiencia luminosa

fotépica (INEA 1993)

La Radiacién Solar Ultravioleta, es la fraccion mas energética del espectro
solar que alcanza la superficie de la tierra, especificamente el UV-B. el UV-C,
rayos X y otros componentes del espectro solar con mas energia se ven
absorbidos en su mayor parte por la capa de ozono, el oxigeno y otros gases
en las capas altas de la atmdsfera y por la magnetosfera. La radiacién solar
UV se divide en:

UV-A: 400 - 320 nm, UV-B: 320-280 nm y UV-C: 280 - 150 nm.
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El INDICE UV o “UV INDEX”, se desarroll6 en Canada en 1992, la Agencia
de Proteccion Ambiental de E.U.A. (E.P.A) inici6 los reportes UV en 1994. Lo
adoptdé la Organizacion de las Naciones Unidas como convencion
internacional para reportar la radiacion solar ultravioleta a la poblacion del
mundo. El indice indica la intensidad del UV-B en una escala del 0 al

15W/m?, con la siguiente clasificacion:

Indice-UV (W/m?): Bajo 0-4, Medio 4-7, Alto 7-9, Extremo 9-15

Se reporta en unidades standard de energia como W/m? o MED/hr por
unidad de area, donde MED es la Dosis Minima de Eritema, dosis que se
requiere para provocar un Eritema (enrojecimiento de la piel) en individuos
con piel blanca - sensible (piel tipo Il). La piel morena ofrece mayor

proteccion ante los dafos por el UV, por tener mayor contenido de melanina.

La radiacion solar UV es invisible, no la perciben los ojos al estar mas alla de
los 400 nm (color violeta). Alcanza los niveles mas altos antes y después del
medio dia. Las nubes, la lluvia y la contaminacion atmosférica, como
particulas y ozono, absorben el UV y disminuyen su intensidad. EI UV
también participa en la formacion de reacciones fotoquimicas que llevan a la
formacion del ozono. Por la falta de UV, el ozono troposférico permanece

bajo en dias nublados (INEA 1993).
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Se ha observado que varios individuos de las especies Miconia
biappendiculata y Clusia multiflora, del bosque Andino de la Peha Puente de
Tierra (Boyaca) presentan en sus brotes o0 renuevos una notoria
pigmentacién de color morado en los 6rganos jévenes proximos a los tejidos

meristematicos o yemas caulinares (Figuras 3 y 4).

Figura 3. Pigmentacion morado rojizo en los primordios de Miconia

biappendiculata
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Figura 4. Pigmentacion rojiza en el envés de Primordios los foliares de

Clusia multiflora.

Dicha pigmentacién se presenta durante los periodos de crecimiento de las
laminas foliares y conforme las hojas van creciendo la pigmentacion se va
zonificando y desapareciendo en las hojas adultas. Teniendo en cuenta las
caracteristicas ambientales del lugar, es posible que estos pigmentos brinden
una funcion de proteccion al absorber vy filtrar la luz ultravioleta y no permitir
que ésta incida sobre el tejido meristematico, que es en donde se realiza la

divisiéon celular.

La presente investigacion busca determinar cuales son los pigmentos de los

primordios foliares de Miconia biappendiculata y Clusia multiflora, y verificar
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si corresponden a pigmentos capaces de absorber UV-B, que puedan estar

implicados en la proteccién contra esta radiacion.

El incremento en la radiacion UV-B, causado por la disminucién de la capa
de ozono, altera la estabilidad de los ecosistemas, ocasionando dafnos al
metabolismo de los organismos mediante la destruccion del DNA, la

inactivacion de las enzimas y la disrupcion de membranas (Sharma 2001).

Sin embargo, en la naturaleza existen plantas que desarrollan un
mecanismo de proteccion contra la luz UV-B; este mecanismo les permite
adaptarse a los ambientes que poseen alta incidencia de Iluz UV-B
(Sharma 2001). Una de las vias por las cuales las plantas pueden resistir a
los danos ocasionados por la luz UV-B es a través de la acumulacion de

pigmentos como las antocianinas que absorben la luz UV-B.

Empleando técnicas de cromatografia y espectrofotometria se puede
establecer qué pigmentos estdn comprometidos en las dos especies
estudiadas y si éstos absorben los rangos de luz ultravioleta UV-B. De esta
forma, el estudio aporta al conocimiento no sélo de las especies como tal,
sino de las posibles adaptaciones que pueden tener para soportar la

radiacion UV-B.
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En un futuro es probable que el hombre logre sintetizar estos pigmentos, o
aislar sus genes, siendo prometedor a su implementacion en el
mejoramiento genético de plantas utiles que no soportan altas radiaciones
UV-B. Pero para llegar a este punto tendremos que conocer previamente
muchos aspectos bioquimicos, ecoldgicos y genéticos, de los pigmentos

antocianos, en los ecosistemas de alta montana.
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4. OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar los pigmentos antocianos presentes en los primordios

foliares de Miconia biappendiculata y Clusia multiflora.

Objetivos Especificos

Establecer cuéles son los tipos de pigmentos antocianos que se
encuentran dentro de los primordios foliares de Miconia

biappendiculata 'y Clusia multiflora.

Determinar la absorbancia UV-B de los pigmentos antocianos
presentes en primordios foliares de estas dos especies, para
verificar si cumplen una funcion de proteccién contra la radiacion

UV-B.

Determinar la ubicacion histolégica de los pigmentos antocianos

en las dos especies, caracteristica que se relaciona con la posible

funcién de éstos en los tejidos.
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5. HIPOTESIS

Hipotesis 1
- Cada una de las especies tiene en sus primordios foliares diversos
tipos de pigmentos antocianos, debido a que con frecuencia se

presenta copigmentacién en la naturaleza.

Prediccién

- Se espera encontrar varios tipos de pigmentos antocianos en cada
una de las especies, principalmente cianidina y pelargonidina,
porque son los tipos mas abundantes en la naturaleza,

participando en la coloracién de flores y frutos.

Hipotesis 2
- El espectro de absorcién de los pigmentos antocianos de los
primordios foliares de Clusia multiflora y Miconia biappendiculata,
es diferente debido a la coloracién, rojiza y morada,

respectivamente.

Prediccién
- Se espera que los picos de absorcién registrados por medio de la
espectrofotometria sean diferentes entre las dos especies, debido

a los diferentes tipos de pigmentos antocianos de cada especie.
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Hipotesis 3

La ubicacion de los pigmentos antocianos en los primordios foliares
de Miconia biappendiculata y Clusia multiflora puede tener una
funcion de proteccion ante la radiacion UV-B, debido a que se
encuentran en tejidos indiferenciados, que por lo general son

protegidos contra este tipo de radiacion.

Prediccion

Se espera que los pigmentos antocianos estudiados estén
ubicados en la epidermis superior de las dos especies, y su rango
de absorcion corresponda a la radiacion UV-B, de tal forma que
puedan ser potencialmente considerados como pigmentos de

proteccion.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. DISENO DE LA INVESTIGACION

6.1.1 Poblacion de estudio y muestra

La poblacion de estudio estuvo conformada por 30 individuos
pertenecientes a la especie Miconia biappendiculata y 30 individuos de la
especie Clusia multiflora. Teniendo en cuenta la pigmentacién rojiza de los
primordios foliares, se tomé una muestra al azar de los primordios foliares

por cada individuo, para un total de 30 muestras por especie.

6.1.2 Variables del estudio

En este estudio se tuvieron en cuenta las siguientes variables:
e La absorbancia (en nm) que pueden tener los pigmentos antocianos
dentro de los primordios foliares, medida con la espectrofotometria.
e La distancia (en cm) desde el punto de aplicacion en la Cromatografia
en Capa Delgada (TLC) hasta el centro de la mancha (DM). Esta
variable sirve para calcular el Indice de Corrido (Rf), que permitira

comparar las muestras.
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e Ladistancia (en mm) desde el punto de aplicacion en la Cromatografia
en Capa Delgada (TLC) hasta el frente del solvente (Df). Esta variable
sirve para calcular el Indice de Corrido (Rf), que permitira comparar las
muestras.

e El tiempo (en minutos) que una muestra corre dentro de la columna
cromatografica, medido desde que la muestra se introduce hasta el
momento en que se obtiene el punto maximo o pico en la
Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC). Se abrevia como RT.

e La ubicacién que pueden tener los pigmentos antocianos dentro de

los tejidos vegetales de las dos especies.

6.1.3. Descripcion del Area de estudio

6.1.3.1. Generalidades

Las dos especies se colectaron en el bosque andino de la Pefia de la

vereda del Puente de Tierra del Municipio de Saboya, Departamento de

Boyaca.

El siti6 de estudié correspondié a una franja boscosa alargada que se

extiende en sentido EW dentro del predio “El Jardin” con un terreno con
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centroide en la Latitud 5°40°49.1” N, Longitud 73°48°47.7” W, (Coordenadas

Planas 1.119.577 N, 1.029.652 E) (Figura 5)  que constituy6 el lugar del

cual se tomaron las muestras (Anexo 1 Localizacién del area de estudio).

Figura 5. Predio “El Jardin” sitio de estudio.

6.1.3.2. Climatologia

La importancia del clima en el desarrollo de este tipo de estudios esta
relacionada con los elementos: temperatura, humedad relativa, precipitacion

y radiacion solar.
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Se consideraron los registros climaticos de la estacion Exclusiva Tolon
Chiquinquira( CAR) por ser la mas cercana (Latitud 05° 47" 00” N, longitud

72° 59°00” W y por encontrarse a 2548 m.s.n.m (IGAC 2001).

6.1.3.2.1. Precipitaciéon

La region se identifica como una zona de alta pluviosidad, debido a la

influencia de las corrientes locales del Valle del Magdalena y de las

corrientes provenientes de los llanos Orientales (IGAC 2001).

En la regién, la distribucion temporal de las lluvias es de tipo bimodal, con

dos periodos mas secos que separan dos periodos de lluvia, que van de

Marzo a Mayo y de Septiembre a Noviembre (IGAC 2001).

La precipitacién en el sector es de 1590 mm/afno (ver Tabla 1). Con una

precipitacion maxima de 1590 mm/afio y minima de 33 mm/afio.
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Tabla 1. Datos Climaticos de la Estacion Exclusa Tolén Chiquinquira (CAR)
Altitud 2548 m.s.n.m.

MESES TEMPERATURA(°C) | PRECIPITCION(mm) | ETP(mm)
Enero 13.3 70.0 55.7
Febrero 13.5 86.0 51.7
Marzo 13.5 151.0 57.3
Abril 134 256.0 56.2
Mayo 13.6 152.0 59.6
Junio 13.1 83.0 55.6
Julio 12.9 41.0 55.6
Agosto 13.2 33.0 56.7
Septiembre 13.5 73.0 56.2
Octubre 12.9 266.0 54.0
Noviembre 12.8 255.0 51.4
Diciembre 12.9 124.0 53.5
Total 13.2 1590.0 663.4

Clasificacion climatica

Super humedo

6.1.3.2.2. Temperatura del aire

Fuente : IGAC 2001

Los pisos térmicos son el resultado de la distribucidon territorial de Ila

temperatura, expresada por las variaciones en el sentido vertical, es decir,

que a cada nivel altimétrico corresponde una temperatura especifica que

ademas depende del grado de la pendiente y del contenido de humedad del

lugar (IGAC 2001).

La ubicacion altitudinal de la region, a 2.840 m.s.n.m, corresponde al piso

térmico frio, que comprende el espacio entre las cotas de 2.000 a 3.000

m.s.n.m (IGAC 2001) (Tabla 1).
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La estacion exclusiva Tolén Chiquinquira, que se da a una altitud de 2548

m.s.n.m., registra una temperatura promedio anual de 13.2 °C (Tabla 1).

El proceso de enfriamiento nocturno de la superficie terrestre, favorecido por
el cielo despejado y el aire en calma, influyen en el desarrollo de una capa
de aire cuya temperatura puede descender por debajo de los 0°C,
ocasionando el fendbmeno que se conoce como heladas. Las heladas ocurren
en los periodos de baja precipitaciéon, particularmente durante los meses de
enero y febrero, en la franja altitudinal de 2.500 a 2.700 m.s.n.m (IGAC
2001). ElI fendmeno de heladas afecta las estructuras foliares de la

vegetacion herbacea.

6.1.3.2.3. Radiacioén Solar

Para la obtencién de la radiacién solar media correspondiente a la regién, se
utilizé la informacion de las estaciones radiométricas que se reportan en la
Tabla 2, cuyos valores presentan desviaciones muy bajas (menos de 0.05

W/m?) (INEA 1993).

Los valores de radiacion solar, expresados como KWh/m? se obtuvieron del
Atlas de Radiacion Solar en Colombia, publicado por el Instituto de Ciencias
Nucleares y Energias alternativas (INEA) Julio 1993, elaborado con base en

la informacién de la red radiométrica nacional, que comprende un total de
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203 estaciones. Estos valores fueron calculados por interpolacion geométrica
entre los espacios inter-isolineales de 3.5 a 4.0,4.0a45y4.5a 7.0 Wm>2

(Tabla 2).

Tabla 2. Radiacién Solar Media Mensual Multianual para la regién

MESES RADIACION
SOLAR (kWh/m?)
Enero 4.0
Febrero 4.5
Marzo 5.0
Abril 4.2
Mayo 3.7
Junio 3.5
Julio 4.2
Agosto 4.0
Septiembre 4.2
Octubre 4.2
Noviembre 3.7
Diciembre 3.7

Fuente: Atlas de radiacion solar en Colombia INEA 1998

Si bien es cierto que el indice UV, fue establecido con criterios de salubridad,
su aplicacion en este estudio sirve solamente como guia para conocer el
grado de intensidad de la radiacion solar en la region, dado que no existe
actualmente un criterio respaldado, para calificar la intensidad de la radiacion

solar con fines ecologicos (INEA1993).
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6.1.3.3. Geologiay Tipo de Suelo

En cuanto a las caracteristicas geoldgicas en toda el area del municipio de
Saboya afloran rocas sedimentarias de Edad Cretacea que conforman
capas homogéneas, con rumbo N-NE, buzadas pocos grados (<30°) al NW y
SE, conformando asi el Sinclinal de Saboyd, limitado al occidente por el
gran anticlinorio de Villeta, al oriente por los escarpes correspondientes a la
formacion de areniscas de Chiquinquira (Cuchilla Pena Blanca), con nucleo
disectado por el rio Suarez, donde se han generado depdsitos cuaternarios

de Lacho y Terraza.

La unidad geomorfolégica a la que pertenece la vereda Puente de Tierra
corresponde al Piedemonte coluvial e incluye la franja altitudinal entre los
2800 y 3200 m. Este paisaje es de topografia regular, con suaves
pendientes que van desde ligera a fuertemente onduladas. Su origen se debe
al movimiento gravitacional de detritos rocosos y materiales procedentes de
la region montafosa, que se detuvieron en el piedemonte gracias a la
reduccion de la pendiente y de la velocidad. Por esta razén, el material es de
naturaleza heterogénea que incluye tanto lutitas como arcillolitas y areniscas

recubiertas con ceniza volcanica.

También se observan fragmentos discontinuos de roca, en la superficie y

abundante pedregosidad en los perfiles de suelo.
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Los suelos, en general son moderadamente profundos a profundos, limitados
en algunos sectores por pedregosidad. Las texturas o proporcion de los
agregados son Francas, Areno - limosas y Franco-arenosas y la estructura
se presenta blocosa, sub angular moderada. En el predio “El Jardin” la

textura es Franca.

6.1.3.4. Flora

El estudio de la vegetacion, asumido como la disposiciéon espacial de los
diferentes tipos vegetales presentes en determinado espacio geografico, es
importante, no sélo como elemento asimilador de energia solar y por tanto,
productor primario de todo ecosistema, sino ademas, por presentar una

relacion directa con otros componentes bidticos y abidticos.

En la regién se distinguen tres comunidades floristicas que estructuralmente
corresponden a:

e Arboreo denso alto, cuyas especies mas importantes son:
Weinmannia tomentosa (encenillo) y Drimys granadensis (canelo de
paramo).

o Arbustal abierto alto. Las especies mas importantes son: Miconia
biappendiculata (tuno), Miconia squamulosa (tuno esperaldo) Clusia

multiflora (gaque) y Viburnum anabatista (sauco de monte).
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e Herbazal denso bajo, con sinusia arbdérea. Las especies
representativas son: Rubus furibundus (mora), Orthrosantus

chimboracensis (espadilla) y Pennisetum clandestinum (kikuyo).

Desde el punto de vista del interés que compete a este estudio, se puede
reconocer que las especies estudiadas poseen un amplio grado de

adaptacion a las condiciones ecologicas de la region.
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6.2. METODOS

El estudio se dividié en cinco fases:
e Fasel. Toma de muestras en campo.
e Fase ll. Preparacion de las muestras en el laboratorio.
e Fase lll. Determinacion del tipo de pigmento.
e Fase IV. Determinacion del espectro de absorcién de los pigmentos.

e Fase V. Ubicacion histologica de los pigmentos.

A continuacion se describe cada una de las fases.

6.2.1. Fase l. Toma de muestras en campo

En el bosque andino de la Pefia de la Vereda de Puente de Tierra del
Municipio de Saboya, se realizaron observaciones de individuos
pertenecientes a las especies vegetales Clusia multiflora y Miconia
biappendiculata. Estos individuos, poseen la caracteristica de presentar una

pigmentacién morado - rojiza en sus primordios foliares.

Se tomaron las muestras en el mes de Julio durante dos dias consecutivos

entre las 9 de la mafiana y las 12. Para la especie Miconia biappendiculata

se tomaron 30 muestras de hojas jovenes (primordios foliares) del apice de
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30 individuos (1 muestra por individuo), y para la especie Clusia multiflora se
tomaron 30 muestras de hojas jovenes de la zona media de 30 individuos (1

muestra por individuo de hojas jovenes).

Las muestras se colocaron en bolsas plasticas individuales con cierres
herméticos y luego fueron introducidas en una nevera de icopor que
contenia cuatro pilas de enfriamiento, con el fin de mantenerlas refrigeradas
hasta la llegada al laboratorio, donde fueron colocadas dentro de una

nevera a una temperatura de 10 °C.

6.2.2. Fase Il. Preparacion de las muestras en el laboratorio

Del numero total de muestras, se seleccionaron al azar 20 muestras de

cada especie, para luego, ser sometidas a respectivos analisis de

laboratorio.

Las muestras fueron divididas en dos grupos; uno para hacer los analisis

cromatograficos y el otro para hacer los analisis histoldgicos.

Para los analisis cromatograficos las 40 muestras (80 gr de hojas de C.

multiflora y 100 g de M. biappendiculata) fueron colocadas en cajas de petri
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y estas fueron llevadas al horno durante 24 horas a una temperatura de 70°

C. Al dia siguiente las muestras se pesaron (peso seco 40 g de C.
multiflora'y 50 g de M. biappendiculata) y se molieron individualmente con un

mortero hasta convertirlas en polvo fino.

De cada una de las muestras se tomé una cantidad de 1g para efectuar la
extraccion utilizando el método de percolacibn y como eluyente se

emplearon 20 ml de metanol y HCl al 1N (1:1).

Una vez se obtuvieron los extractos se procedioé al analisis cromatografico.

6.2.3. Fase lll Determinacién del tipo de pigmento

Para la determinacion del tipo de pigmento presente en los primordios
foliares de Miconia biappendiculata y Clusia multiflora se emplearon técnicas
de extraccion de pigmentos mediante cromatografia en capa delgada y
cromatografia liquida de alta presion, ya que estas técnicas permiten
separar, aislar e identificar los componentes de una mezcla de compuestos

quimicos (Dominguez 1975, Nair & Esquivel 1980).
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6.2.3.1. Cromatografia en capa delgada (TLC)

Con base en los trabajos sobre flavonoides y técnicas de cromatografia
realizados por Harborne (1967), Dominguez (1975) y Asen (1958), se
desarrollo la cromatografia para los pigmentos antocianos utilizando como
adsorbente la gel de silice G, debido a que ésta posee la caracteristica de
separar con éxito compuestos como fenoles, flavonoides y derivados de

aminoacidos, entre otros.

Este tipo de adsorbente, como otros, contiene indicadores fluorescentes
inertes, tales como el silicato de zinc, el cual emite luz cuando se ilumina la
placa con luz ultravioleta de 254nm, esto facilita la identificacion de las

sustancias separadas.

Una vez se obtuvieron los extractos (Fase Il ) se procedié a aplicar las
muestras sobre las placas de Silica Gel F-254 (10x10) con la ayuda de
capilares. Para las muestras obtenidas de cada especie se utilizaron dos
placas en donde se colocaron las 20 muestras a lo largo del punto de

partida dejando una distancia de 2 cm entre estas

Para la fase movil se preparé un eluyente que contenia: acetato de etilo,

metanol y amoniaco (85:10:5).
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El eluyente fue agregado a una camara cromatografica de vidrio con fondo
plano y cierre hermético. La camara fue saturada con el eluyente dejandola

30 minutos en reposo.

Una vez que la camara estuvo saturada, se procedié a colocar las placas
individualmente dentro de la camara teniendo en cuenta que el borde
inferior de la placa estuviera sumergido 5 mm en el eluyente sin que éste

tocara las muestras colocadas en las placas.

La cromatografia se desarrollé dejando correr el eluyente 8 centimetros

sobre las placas.

Una vez corridas las placas, éstas se sacaron de la camara y se colocaron
en una estufa a una temperatura de 45 °C por 20 minutos para que

estuvieran secas.

Luego, se procediod a realizar el revelado utilizando una lampara CAMAG

con luz ultravioleta (254 nm-366 nm).

Con el fin de visualizar las manchas sobre las placas, se les aplicé en forma

directa HCI como revelador esperando 5 a 10 minutos, tiempo en el cual se

visualizaron los compuestos en las placas.
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Se realizd la identificacién y la caracterizacion de las placas, teniendo en
cuenta el valor Rf, ya que es diferente para cada sustancia y es expresado

como:

Rf= DM/DF donde DM es la distancia (en cm) desde el punto de aplicacién
hasta el centro de la mancha, y DF es la distancia (en cm) desde el punto de

aplicacion hasta el frente del solvente.

6.2.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC)

Como no se encuentran patrones puros disponibles de antocianinas, se
procedié a hacer una cromatografia preparatoria de capa delgada, en la cual
se colocd a lo ancho de la placa una muestra continua del extracto obtenido
y ésta se corriéo en la misma forma que en las placas anteriores, utilizando

como eluyente acetonitrilo, metanol y amoniaco (85:10:5).

Para lograr la obtencion del patron semi-purificado se empled la siguiente
estrategia: Se cubrié la placa de forma parcial dejando uUnicamente un
centimetro expuesto (sin cubrir). Luego, se procedio a hacer el revelado para
identificar los diferentes compuestos. En la franja correspondiente a las
antocianinas se hizo un raspado de la silica gel y posteriormente se realizo

una extraccién utilizando el mismo eluyente.
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Este patrén fue utilizado en la cromatografia liquida de alta presién (HPLC).

Utilizando una inyeccion de 20 pl, las 40 muestras fueron introducidas

individualmente dentro de la valvula inyectora con un flujo de arrastre de 1.0

ml/min.

En el flujo de arrastre se tuvo en cuenta el tiempo (en minutos) que la
muestra corre dentro de la columna cromatografica (RT). Este permite
conocer la concentracién de pigmentos en la muestra y se mide desde el
momento en que la muestra se introduce en el sistema, hasta el momento
en que se obtiene el punto maximo de la sefal o pico; el tiempo de retencion
es caracteristico de la muestra. Para ese analisis se utilizé una columna

Lichrospher RP-18 5 pm longitud 250 x 4 mm , un integrador D-2500A y una

bomba L. 6000A.

6.2.4. Fase IV. Determinacion del espectro de absorcion de los

pigmentos

Tomando 5ml del extracto inicial se realiz6 el espectro de absorcion para las

dos especies en el rango de la luz ultravioleta utilizando un espectrofotometro

VARIAN-340 con lectura en el ultravioleta y en el visible.
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6.2.5. Fase V. Ubicacion Histologica de los pigmentos

En cuanto a la ubicacion de pigmentos en los tejidos vegetales, se tomaron
10 hojas jévenes pertenecientes a las especies Miconia biappendiculata y
10 hojas jovenes de la especie Clusia multiflora. Utilizando un micrétomo se
procedié a realizar los respectivos cortes de 5 a 6 micras de grosor. Para la
especie Miconia biappendiculata se realizaron 5 cortes transversales finos
de la base de la lamina foliar al igual que de la zona media, y para la
especie Clusia multiflora se realizaron 5 cortes a nivel del haz de la lamina

foliar, los cuales se fijaron en etanol al 70 % durante 6 horas.

Luego, las muestras se fijaron y fueron sometidas a deshidratacion, al
pasarlas sucesivamente por soluciones de etanol del 80%, 90% y 96%,
durante periodos de 60 minutos. Luego se pasaron por xilol parafina, a

diferentes concentraciones.

Se utilizé6 parafina con un punto de fusién de 42 °C. Finalmente, las
muestras vegetales se dejaron en parafina para que se embebieran
totalmente y con cada uno de los cortes vegetales se elaboraron bloques de

parafina.

Los cortes de cada uno de los materiales vegetales se colocaron en un porta-

objetos y se les retird la parafina con xilol Este mismo procedimiento se

53



efectud para cada uno de los materiales vegetales hasta la eliminacién total

de la parafina.

Seguidamente, los cortes se rehidrataron pasandolos por soluciones de
alcohol de concentraciones inversas a los empleados en la primera parte,
durante periodos de 5 min. Los cortes hidratados se colorearon pasandolos

por solucién de eosina durante 10 min.

Finalmente, los cortes coloreados se observaron al microscopio para

analizar su configuracidon histolégica, especialmente la ubicacion de los

pigmentos en el tejido meristematico.
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7. RESULTADOS

7.1. IDENTIFICACION DE LOS PIGMENTOS ANTOCIANOS.

Se determind el Rf en las 20 muestras de C. multiflora, obteniendo como
resultado un promedio de 0.49 y una desviacion estandar de 0.01099 en
las 20 muestras (Tabla 3, Figura 6). Dicho valor corresponde al pigmento

antociano PELARGONIDINA (Harborne 1967).

Las 20 muestras de M. biappendiculata obtuvieron como resultado un Rf =
0.54 en promedio y una desviacién estandar de 0.01128 (Tabla 3, Figura 7).

El valor Rf corresponde al pigmento antociano CIANIDINA (Harborne 1967).

;
I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 6. Cromatografia en Capa Delgada (TLC) de 20 muestras
Clusia multiflora.
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12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 7. Cromatografia en Capa Delgada (TLC) de 20 muestras de
Miconia biappendiculata
El revelado de las placas en la cromatografia de capa delgada de ambas
especies mostr6 que las manchas tomaron un color anaranjado, lo que
corroboré la presencia de estos pigmentos antocianos. Este resultado fue
semejante al de trabajos realizados por Harborne (1973) y Goodwin (1965),
en donde utilizaron técnicas de cromatografia y establecieron una
clasificacion preliminar, en la cual se incluye las propiedades de color que
poseen los Flavonoides al ser expuestos a luz visible yala luz

ultravioleta, estos pigmentos presentan un color naranja, rojo y malva.
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Tabla 3. Indice de corridos Rf’s de los individuos de C. multiflora'y M.
biappendiculata en cromatografia en capa delgada TLC

Muestras M. biappendiculata C. multiflora
Rf's Rfs
1 0.53 0.49
2 0.54 0.50
3 0.53 0.51
4 0.53 0.49
o 0.56 0.51
6 0.54 0.50
’ 0.55 0.51
8 0.55 0.49
9 0.56 0.48
10 0.54 0.50
" 0.53 0.51
12 0.54 0.49
13 0.53 0.48
14 0.53 0.50
15 0.56 0.48
16 0.54 0.51
17 0.55 0.49
18 0.55 0.48
19 0.56 0.49
20 0.54 0.50
Prom. Rfs 0.54 0.49
Desv. Est. 0.01128 0.01099

Rf= Indice de Corrido = DM/DF, donde DM es la distancia desde el
punto de aplicacion de la muestra hasta el centro de la mancha, y DF
es la distancia desde el punto de aplicacion hasta el frente del
solvente.
Para conocer la concentracion de pigmentos antocianos de las muestras, se
midié el tiempo que éstas tardan en correr en la columna cromatografica,
desde el momento en que la muestra se introduce en el sistema hasta que

se obtiene el punto maximo de la sefial o pico de cada una. Este se mide en

minutos. Los resultados muestran un RT promedio de 2.497 min (Desviacién
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estandar = 0.0120) para C. multiflora y de 2.501 min (Desviacion estandar =
0.0138) para M. biappendiculata (Tabla 4). Esto indica una concentracion

promedio del 71% en ambas muestras.

Tabla 4. Tiempos de Retencion RT ( HPLC ) en C. multifloray M.

biappendiculata

No. de Muestra RT de C. multifiora RT de M. biappendiculata
1 2.50 2.50
2 2.50 248
3 2.49 2.49
4 2.52 2.52
5 2.48 2.51
6 2.50 2.50
7 2.49 2.48
8 2.49 2.50
9 2.51 2.53
10 2.52 2.50
11 2.51 2.48
12 2.49 2.52
13 2.48 2.51
14 2.49 2.51
15 2.50 2.50
16 2.50 2.50
17 2.50 2.49
18 2.49 2.51
19 2.51 2.50
20 2.48 2.50

Prom. RT 2.497 2.501

Desv. Est. 0.0120 0.0138
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7.2. ABSORBANCIA UV-B DE LOS PIGMENTOS ANTOCIANOS

M. biappendiculata presentd un pico maximo de absorcion en los 295 nm
(Figura 8) y C. multiflora obtuvo un pico de absorcion de 281.5 nm (Figura
9). No se obtuvieron mas picos de absorbancia en ninguna de las dos

especies.
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Figura 8. Espectrofotometria de luz ultravioleta UV-B en M. biappendiculata.
Se observa un pico de absorcion de 295 nm.
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Figura 9. Espectrofotometria de luz ultravioleta UV-B en C. multiflora.
Se observa un pico de absorcién de 281.5 nm.

7.3 UBICACION HISTOLOGICA DE LOS PIGMENTOS ANTOCIANOS EN

PRIMORDIOS FOLIARES.

7.3.1 Ubicacion histolégica en Miconia biappendiculata

Al observar los cortes histolégicos se encontrd que los pigmentos antocianos

acumulados en los primordios foliares estan ubicados en la epidermis

superior e inferior de la lamina foliar (Figura 10).
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Epidermis superior

Epidermis inferior

Figura 10. Corte transversal (10x) de primordio foliar en Miconia
biappendiculata. Se observa la presencia de pigmentos antocianos en la
Epidermis superior e inferior.

La epidermis superior de estos primordios foliares mostr6 un total
cubrimiento por parte de los pigmentos antocianos (Figura 11) . Se observa

que las células epidermales aparecen totalmente ocupadas por este tipo de

pigmento.
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Figura 11. Corte a nivel de epidermis superior (40x) de Miconia
biappendiculata. Las células aparecen totalmente ocupadas por pigmentos
antocianos.

El estudio histolégico en Miconia biappendiculata mostro que en las zonas
pigmentadas con antocianinas los primordios foliares presentan células en
division en donde se observan células en diferentes estados de la mitosis
como: células en interfase en donde aparecen con nucleos, células en
profase donde se observa la cromatina, células en telofase (células

binucleadas y la aparicion de la pared celular) (Figura 12y 13).
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Figura 12. Corte transversal (40x) del tejido meristematico de Miconia
biappendiculata. a. Células en Interfase; b. Células en Profase; c. Células en
Telofase.

Figura 13. Corte tranversal (40x) de primordio foliar de Miconia
biappendiculata. b. Célula en profase (cromatina); c¢. Células en telofase
(binucleadas, nueva pared celular).
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En laminas foliares un poco mas desarrolladas se observo que éstas ya
han perdido el pigmento, las células de los diferentes tejidos se encuentran

completamente diferenciadas y no se observa actividad mitética (Figura 14).

Figura 14. Corte transversal (40x) a nivel de la parte apical de Miconia
biappendiculata. No se observan pigmentos antocianos en epidermis
superior. a. Células epidermales. b. células de empalizada.
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7.3.2 Ubicacion histolégica en Clusia multiflora

En la especie Clusia multiflora el corte transversal de la lamina foliar de
hoja joven mostré ausencia de pigmento rojo en el haz de la hoja. En
cambio, si se hace presente en el envés, aunque en él se observan zonas de
coloracion tenue (Figura15). En esta especie los pigmentos antocianos estan
ubicados en la epidermis inferior de los primordios foliares y esta ausente
en la epidermis superior (Figura 15). Algunos cortes mostraron pigmentos

antocianos alrededor de los estomas y en células epidérmicas (Figura 16).

Figura 15. Corte transversal (10x) de primordio foliar de Clusia multiflora.
Los pigmentos antocianos estan ubicados en: a. Epidermis inferior.
Obsérvese los tejidos b. Parénquima esponjoso; c¢. Parénquima en
empalizada; d. Epidermis superior
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Figura 16. Corte transversal (40x) a nivel de epidermis de primordio foliar de
Clusia multiflora. Obsérvese la ubicacion de los pigmentos antocianos
(Flechas) en algunas células epidermales alrededor de los estomas (E).

En Clusia multiflora los pigmentos antocianos se presentan cuando las hojas
empiezan su crecimiento y estos se ubican en el tejido esponjoso para
absorber la radiacion UV-B con el fin de que esta no dafe el meristemo

(Figura 17).
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Figura 17. Corte transversal (10x) de primordio foliar en desarrollo de hojas
jévenes en el meristemo de Clusia multiflora. Se observa la presencia de
pigmentos antocianos (Flechas) en el parénquima esponjoso. Hj: Hojas
jévenes.
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8. DISCUSION

8.1 Hipétesis 1: Uno o varios tipos de pigmentos antocianos.

Debido a la copigmentacion desarrollada por varios tipos de antocianinas, en
la naturaleza algunas especies presentan varios tipos de pigmentos
antocianos. Con base en esto se esperaba encontrar que en las muestras
obtenidas de los individuos de las especies Clusia multiflora y Miconia
biappendiculata presentaran varios tipos de pigmentos antocianos dentro de
cada una de estas; pero de acuerdo con los resultados en las muestras de
Clusia multiflora se encontr6 que los primordios foliares en crecimiento
solamente acumulan un solo tipo de pigmentos antocianos conocido como la
Pelargonidina, mientras que en las muestras de Miconia biappendiculata se
encontré que los primordios foliares en crecimiento acumulan un tipo
diferente de pigmentos antocianos, la Cianidina; coincidiendo con lo

propuesto por Harborne 1967.

La presencia de diversos pigmentos antocianos presentes en la naturaleza,

ha permitido una clasificacion en cuanto al tipo de estructura molecular, lo

que ayuda a diferenciar una especie de otra (Harborne 1967).

68



La cianidina y la pelargonidina son los dos tipos de pigmentos antocianos
mas abundantes que existen en la naturaleza (Harborne 1967) debido a que
participan en la coloracion de flores y frutos (Salisbury & Ross 1994), razén
por la que era esperar su aparicion en Miconia biappendiculata y Clusia

multiflora.

Es de esperarse que existan estas diferencias debido a la evolucion de estos
pigmentos; para aspectos sistematicos la cianidina es el pigmento mas
primitivo de las antocianinas, mientras que la pelargonidina tiene un
desarroll6 biogenético mas reciente. Se ha encontrado incluso, que en
especies de los géneros Antirhhinum y Streptocarpus  del viejo mundo
tienen diferentes tipos de pigmentos antocianos que en las de nuevo mundo

(Harborne 1967).

Los valores promedio de los picos maximos de tiempo de retencion (RT)
reportados en las muestras de cada especie C. multifflora 'y M.
biappendiculata, indican que estas especies, acumulan en los meristemos
una gran concentracién de pigmentos antocianos (71%), mas que otros tipos
de sustancias, probablemente con el fin de proteger sus tejidos internos, ya
que éstos se encuentran en diferentes estados de division celular. De
hecho, al observar los primordios foliares en Clusia multiflora, la
Pelargonidina cubre en su totalidad el envés de la lamina foliar y, al observar

los primordios foliares de Miconia biappendiculata, la Cianidina cubre en
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su totalidad el haz y el envés de la lamina foliar y, una vez que los
primordios de estas dos especies han terminado su crecimiento, los
pigmentos desaparecen ya que los tejidos se encuentran totalmente

diferenciados y las hojas ya estan totalmente desarrolladas.

En hojas jévenes de algunas especies de plantas que poseen colores rojizos
se ha encontrado que la cianidina  esta presente en un 93 % y un 80%
(Harborne 1967). En las hojas jévenes la cianidina se ha encontrado en un
94%, en hojas de otofio en un 80%, en frutas en un 69% vy en las flores en
un 50%. La comparacion entre géneros de Archichlamydae y Sympetalae
mostré que la pelargonidina se encuentra en un 24% en ambos grupos Yy la
cianidina en un 56% en Archichlamydae y en un 45% en Sympetalae

Harborne 1967).

Para las especies estudiadas esta hipétesis no se cumple, por que no se

presentaron varios tipos de pigmentos antocianos.

8.2. Hipétesis 2: Diferencia en el espectro de absorcion.

Un aspecto de las caracteristicas fisicas de los pigmentos antocianos es que,
de acuerdo al color de sus o6rganos estas, se caracterizan por tener
diferentes espectros de absorcion. De acuerdo con esto se esperaba

encontrar que en Clusia multiflora 'y Miconia biappendiculata los dos

70



pigmentos tuvieran diferentes picos de absorcion debido a la diferente

coloracién de sus primordios.

De acuerdo a los datos de los resultados en espectrofotometria, se encontrd
que los picos de absorcién fueron ligeramente diferentes (281.5 nm y 295
nm) lo que permite decir que tanto la especie M. biappendiculata como C.
multiflora  acumulan en sus primordios foliares dos tipos diferentes de

pigmentos antocianos.

Al ser dos pigmentos diferentes en cuanto a estructura molecular y picos de
absorcion, éstos dos tipos de pigmentos se encuentran dentro de una misma

region UV-B (320 nm —280 nm).

Por naturaleza, la cianidina y la pelargonidina se caracterizan por absorber
este tipo de radiacion, por lo que se encuentran en los tejidos que conforman
el primordio foliar que estan en crecimiento activo y son muy susceptibles a

dafos ocasionados por la radiacion UV-B (Gould & Quinn 1999).

En cuanto a Clusia multiflora los primordios foliares opuestos recientemente
extendidos toman una posicién paralela al eje de la rama y casi siempre
perpendiculares a los rayos del sol, de manera que la yema apical queda
protegida por las laminas foliares y en el envés de estas laminas se acumula

la pelargonidina, probablemente con el fin de absorber la radiacién UV-B.
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Esta hipotesis se cumple ya que los picos de absorcion fueron diferentes.

8.3 Hipétesis 3. Funcién de Proteccion de acuerdo con la ubicacion.

Dentro del Reino vegetal las antocianinas se ubican en diferentes érganos
de acuerdo a la funcién que cumplan. Dentro de Miconia biappendiculata y
Clusia muiltiflora, al menos para los 6rganos trabajados, la funcion mas
probable que se establece por parte de este tipo de pigmentos es la de
proteccion, ya que en los resultados de este estudio se encontré que la
ubicaciéon de los pigmentos antocianos es diferente en las dos especies
estudiadas. En la C. multiflora, la pelargonidina se acumula en la epidermis
inferior y en el parenquima esponjoso y en la M. biappendiculata la cianidina

se situa en las células que conforman la epidermis superior e inferior.

Estudios realizados por Gould y Quinn (1999) con algunas especies nativas
de Nueva Zelanda encontraron que la pelargonidina se acumula en el

tejido esponjoso, en la epidermis inferior y en el parénquima vascular.

También encontraron que algunas especies nativas acumulan cianidina en la

epidermis superior e inferior cuando estan expuestas a la radiacion UV-B;

se sugiere que las antocianinas tienden a ubicarse dentro de estos tejidos
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para conformar un escudo de proteccion de las hojas frente a este tipo de

radiacion.

En Miconia biappendiculata la ubicacion de la cianidina en las epidermis
superior e inferior de los primordios foliares recientemente extendidos , asi
como los registros de division celular en la base de las laminas foliares,
donde se encuentra este pigmento y la gran capacidad de absorcion de
energia radiante de alto contenido energético permiten inferir sobre un
posible mecanismo de proteccion que brinda este pigmento al
absorber(Hipotesis 2) la luz UV-B especialmente a nivel de las zonas

pigmentadas de las laminas foliares donde se registra actividad mitética.

En Clusia multiflora, dada la presencia temporal del pigmento antociano
Pelargonidina en la epidermis inferior de los primordios foliares,
recientemente extendidos, asi como la escasa concentracion de clorofilas en
las células epidermicas, permiten establecer que la Pelargonidina no esta
correlacionada con la actividad fotosintética, sino con la actividad
organogénica debido a la divisidon celular que se registra en las laminas

foliares, es decir que también puede haber funcion protectora.

Tanto en Miconia biappendiculata como Clusia multiflora la presencia

zonificada de pigmentos antocianos puede representar una funcionalidad
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que estaria relacionada con los periodos de reactivacion del crecimiento, en
los que, gracias a la actividad mitética, se producen nuevas hojas y el
impedimento de la entrada de luz UV-B a las células meristematicas, donde

afectaria la estructura funcional de los acidos nucleicos y proteinas.

Se acepta la hipétesis de que la ubicacion de los pigmentos, pelargonidina
en la epidermis inferior de Clusia multiflora y cianidina en las dos capas
epidérmicas de Miconia biappendiculata, pueden tener una funcion
protectora al rodear los tejidos meristematicos y no diferenciados de los

apices caulinares, dada su capacidad de absorcion de radiacion UV-B.
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8.

CONCLUSIONES

El tipo de pigmento antociano acumulado en los primordios foliares de
la especie Miconia biappendiculata fue la Cianidina y en los
primordios foliares de la  especie  Clusia multiflora fue la

Pelargonidina.

Debido a las diferencias en los tipos de pigmentos antocianos
presentes en las especies Clusia multiflora 'y Miconia biappendiculata,
el espectro de absorcion en la regiéon UV-B fue diferente en cuanto a

que se presentaron dos picos de absorcion diferentes.

La ubicacion de los pigmentos antocianos Cianidina y Pelargonidia
fueron diferentes: en Miconia biappendiculata la Cianidina esta
presente en la epidermis superior e inferior y en Clusia multiflora la
Pelargonidina esta ubicada en tanto en la epidermis inferior como en

el tejido esponjoso.

La hipotesis 1 que establece que cada una de las especies tiene en

sus primordios foliares diversos tipos de pigmentos antocianos , no se
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cumple , por que las dos especies no presentaron varios tipos de

pigmentos antocianos.

La hipotesis 2 que establece la diferencia en el espectro de absorcion
de los pigmentos antocianos de los primordios foliares de las dos
especies, se cumple, debido a que los picos de absorcion fueron

diferentes en las dos especies.

La hipdtesis 3 que establece una posible funcion de proteccion por
parte de los pigmentos antocianos ubicados en tejidos indiferenciados
se acepta, ya que la Pelargonidina al encontrarse en la epidermis
inferior y la Cianidina en la epidermis superior e inferior (tejidos

indiferenciados) poseen la capacidad de absorber la rediacion UV-B.
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9.

RECOMENDACIONES

Ampliar la muestra.

Intensificar los estudios ecolégicos de ambas especies con el fin

de conocer sus interacciones con el ambiente fisico.

Hacer densitometria con el fin de determinar el tamafo de la

estructura molecular de los pigmentos antocianos presentes en

ambas especies.

Verificar si las especies repiten el patron en otros bosques

andinos o ecosistemas.

Realizar estudios moleculares de las caracteristicas de las

moléculas quimicas de la Pelargonidina y Cianidina.

A futuro realizar estudios que permitan la identificacion de los

genes involucrados en la produccion de estos antocianos.
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