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Resumen

Titulo: Efecto de la longitud de onda sobre la sintesis de pigmentos fotosintéticos, proteinas,
carbohidratos y fenoles en hojas de plantulas de maiz, “Zea mays L.

Autor: Paula Andrea Borrero Gdmez y Silvia Juliana Corrales Murillo™

Palabras Clave: Luz, Fotorreceptores, Fitocromos, Criptocromos, Pigmentos, Proteinas,

Carbohidratos, Fenoles.

Descripcidn: La luz es un factor ambiental importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que brinda sefiales
para generar diferentes respuestas mediadas por los fotorreptores, como lo son los fitocromos y criptocromos. En este trabajo
de grado se evalué el efecto de diferentes longitudes de onda sobre las caracteristicas fenotipicas, sintesis de pigmentos
fotosintéticos, proteinas, azlcares reductores y fenoles en las hojas de plantulas de maiz Zea mays L. Se germiné cada
montaje bajo ldmparas LED blanca, azul, roja y ausencia por un fotoperiodo de 12 horas. Se llevé a cabo la extraccion de
los metabolitos utilizando 10 mg de muestra seca, para posterior cuantificacion por métodos espectrofotométricos. Los
resultados mostraron que, la exposicion a la luz roja, influenci6 positivamente en la elongacion en las hojas (8.84 + 0.55 cm)
mientras que, una mayor biomasa (931.57 mg muestra) fue encontrado para las plantulas expuestas a luz blanca. La ausencia
de luz fue el tratamiento para el cual se evidencié una menor cantidad de hojas, biomasa y ausencia de coloracién en tallos
y hojas. La concentracion de clorofila a, b, carotenoides y fenoles en las hojas expuestas a luz blanca fueron 6.27, 1.83, 1.02
y 33.92 ng/mg de muestra seca, respectivamente, siendo estos resultados los mas significativos entre todos los tratamientos
analizados. Por otra parte, la luz roja tuvo un efecto negativo sobre el contenido de proteinas (1.90 pg/mg de muestra seca)
mientras que, en ausencia de luz, se encontr6 el contenido mas bajo de carbohidratos reductores (5.23 pg/mg de muestra
seca). En resumen, la calidad de luz, expresado en términos de la exposicion de las plantulas de Zea mays L a diferentes
rangos de radiacion electromagnética, tuvo un efecto sobre el crecimiento y desarrollo de la planta e influyé en la

concentracién de las biomoléculas de interés.

“Trabajo de Grado
" Facultad de Ciencias. Quimica. Directora: Martha Cecilia Daza Espinosa. Dra. en Ciencias
Quimica. Codirector: William Fernando Hidalgo Bucheli. Dr. En Quimica Ecoldgica.
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Abstract

Title: Effect of wavelength on the synthesis of photosynthetic pigments, proteins, carbohydrates
and phenols in leaves of maize seedlings, "Zea mays L."*

Author(s): Paula Andrea Borrero Gomez and Silvia Juliana Corrales Murillo™

Key Words: Light, Photoreceptors, Phytochromes, Cryptochromes, Pigments, Proteins,

Carbohydrates, Phenols.

Description: Light is an important environmental factor in plant growth and development, since it provides signals

to generate different responses mediated by photoreceptors, such as phytochromes and cryptochromes. In this degree
work, the effect of different wavelengths on phenotypic characteristics, photosynthetic pigment synthesis, proteins,
reducing sugars and phenols in the leaves of Zea mays L. maize seedlings was evaluated. Each assembly was
germinated under white, blue, red and absence LED lamps for a 12-hour photoperiod. Metabolite extraction was
carried out using 10 mg of dry sample for subsequent quantification by spectrophotometric methods. The results
showed that exposure to red light positively influenced leaf elongation (8.84 = 0.55 cm) while a higher biomass
(931.57 mg sample) was found for seedlings exposed to white light. The absence of light was the treatment for which
a lower quantity of leaves, biomass and absence of coloration in stems and leaves were evidenced. The concentration
of chlorophyll &, b, carotenoids and phenols in leaves exposed to white light were 6.27, 1.83, 1.02 and 33.92 pg/mg
of dry sample, respectively, these results being the most significant among all the treatments analyzed. On the other
hand, red light had a negative effect on protein content (1.90 pg/mg dry sample) while, in the absence of light, the
lowest content of reducing carbohydrates was found (5.23 pg/mg dry sample). In summary, light quality, expressed
in terms of the exposure of Zea mays L seedlings to different ranges of electromagnetic radiation, had an effect on

plant growth and development and influenced the concentration of biomolecules of interest.

** Faculty of Sciences. Chemistry. Director: Martha Cecilia Daza Espinosa. Ph.D. in Chemical
Sciences. Co-director: William Fernando Hidalgo Bucheli. PhD. in Ecological Chemistry.
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Introduccion

La luz representa un factor ambiental importante en las plantas puesto que afecta de manera
directa el crecimiento y desarrollo de estas, siendo indispensable para el proceso fotosintético;
ademas, poseen un conjunto de pigmentos fotosensibles como lo son las clorofilas, carotenoides y
xantofilas, asi como también un grupo de proteinas que realizan la funcion de fotorreceptores, que
son sensibles a longitudes de onda especificas por lo cual la coloracion de las plantas se debe a la
absorcion de luz y a los colores complementarios que emiten (Azcén-Bieto & Taldn, 2008), siendo
los de principal interés las clorofilas a, b y los carotenoides.

Procesos como la fotomorfogénesis, germinacion y fotoperiodicidad son regulados por la
luz roja, la cual es percibida gracias a fotorreceptores llamados fitocromos, que son proteinas con
actividad cinasa que poseen un cromoéforo por lo que pueden absorber entre 600 y 800 nm. La
reorientacion de cloroplastos intracelularmente, el fototropismo, asi como la sintesis de clorofila
estan regulados por la luz azul que es percibida por los criptocromos, estos son flavoproteinas
asociadas a dos cromdforos, Flavina Adenina Dinucledtido (FAD) y Metiniltetrahidrofolato
(MTHF) y pueden absorber entre 400 y 500 nm (Lin & Todo, 2005). Los fotorreceptores descritos
influyen en la sintesis de pigmentos fotosintéticos como lo son las clorofilas, carotenoides y
xantofilas.

En este trabajo de grado en modalidad de investigacion se estudiara el efecto de la luz
blanca, azul, roja y ausencia de luz sobre la sintesis de pigmentos fotosintéticos, carbohidratos,
fenoles y proteinas en condiciones de temperatura y humedad controlada con un fotoperiodo de 12
horas, con el propdsito de evaluar el efecto de diferentes longitudes de onda sobre la sintesis de
pigmentos fotosintéticos, proteinas, carbohidratos y fenoles, en hojas de plantulas de maiz Zea

mays L; por medio de fases que van desde la germinacion de semillas de maiz, maceracion y
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liofilizacién, extraccion y separacion de los diferentes compuestos de interés para su posterior

cuantificacion y analisis de datos obtenidos.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes longitudes de onda sobre la sintesis de lipidos isoprenoides,

proteinas, carbohidratos y fenoles en hojas de plantulas de maiz “Zea mays L.”.

1.2. Objetivos Especificos

Evaluar la germinacion y siembra de las semillas de maiz bajo tratamiento con diferentes

rangos de luz visible (blanca, azul, roja y ausencia total de iluminacién) sobre la sintesis de lipidos

isoprenoides, proteinas, carbohidratos y fenoles en hojas de plantulas de maiz.

Extraer y cuantificar clorofilas a, b y carotenoides de plantulas de maiz germinadas en

presencia de diferentes longitudes de onda.

Extraer y cuantificar proteinas, carbohidratos totales y fenoles presentes en las hojas de las

plantulas de maiz después del tratamiento a diferentes longitudes de onda.
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2. Marco Tedrico
2.1. Captacion de la energia luminosa en plantas

La captacion de la energia luminosa en las plantas es esencial para su crecimiento y
desarrollo (Reed et al., 1993), ya que, éstas tienen proteinas y pigmentos especializados para la
percepcion selectiva de algunas longitudes de onda del espectro de la luz visible. Estas moléculas
fotosensibles son los fitocromos, criptocromos y pigmentos fotosintéticos.

2.1.1. Fitocromos

Son cromoproteinas diméricas en las que cada mondémero posee un tetrapirrol abierto unido
covalentemente a la fitocromobilina como cromdéforo. Asi mismo, son proteinas solubles y
constituidas por dos subunidades idénticas de unos 1200 aminoécidos y 125 kilodalton de masa
molecular que funcionan como interruptores moleculares, con una forma activa (Pfr) y absorcion
en el rojo lejano (700 - 800 nm)y formas inactivas que funcionan en el rojo cercano (600 — 700
nm) (Pr) (Pérez-Urria Carril, 2009).

Al absorber la luz roja cercana (R) o roja lejana (FR), el cromoforo tetrapirrolico unido a
la fitocromobilina se fotoisomeriza, induciendo cambios conformacionales reversibles entre las
dos formas de fitocromos (Tripathi etal., 2019). Estos fotorreceptores tienen la capacidad de
absorber longitudes de onda entre 200 y 800 nm, en donde las plantas superiores se adaptan
continuamente a sus entornos luminicos para optimizar su crecimiento y desarrollo, lo que es
controlado por estos fotorreceptores.

Los fitocromos son sensibles a diferentes longitudes de onda, asi como a la intensidad y a
la duracién de la luz y transducen estas sefiales para regular el ciclo de vida de la planta, desde la
germinacién, el crecimiento, la floracién y la senescencia. Los fitocromos pueden ser de dos tipos:

tipo | (phyA) estables a la luz y tipo Il (phyB al phyE) inestables a la luz. El fitocromo phyA regula
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la sefalizacion de la luz roja lejana (700 — 800 nm), mientras que phyB al phyE regulan la
sefializacion de la luz roja cercana (600 — 700 nm) (Rausenberger et al., 2011).

Los fitocromos se sintetizan en el citosol como la forma inactiva (Pr) y se convierten en la
forma activa (Pfr) al absorber luz roja cercana. Esta forma Pfr fotoactivada se traslada del citosol
al nucleo, donde regulan la transcripcion de los genes que responden a la luz a través de varios
factores de transcripcion (Leivar & Monte, 2014). El Pfr activo, térmicamente inestable, puede ser
convertido a la forma inactiva Pr mediante la absorcion de luz del rojo lejano, o mediante un
proceso independiente de la luz [lamado reversidn o reversion térmica.

2.1.2. Criptocromos

Los criptocromos son flavoproteinas que actian como fotorreceptores de la luz azul (400
— 500 nm). Estas proteinas poseen dos croméforos que son el dinucleétido de flavina y adenina
(FAD) y el metiniltetrahidrofolato (MTHF) que absorben a una longitud de onda de 380 y 450 nm,
respectivamente. Ambos pueden absorber un foton y dicha energia puede provocar un cambio
conformacional que promueve su fosforilacion y una cadena de transduccion de sefiales (Lin &
Todo, 2005).

Los genes mas comunes que codifican los dos tipos criptocromos son CRY1y CRY2. En
el caso de arabidopsis el nivel celular de la proteina CRY1 no se ve afectado significativamente
por la luz, pero el nivel de proteina CRY?2 esta regulado negativamente por la luz.

El CRY1es el principal responsable de mediar la inhibicion del alargamiento del hipocotilo
y la apertura de los cotiledones especialmente en respuesta a altas intensidades de luz azul (Ahmad
& Cashmore, 1993; Koornneef et al., 1991). Ademas, participa en la induccién de las antocianas

mediadas por luz azul (Batschauer, 1998). Mientras que CRY?2 desempefia un rol importante en la
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promocidn de la transicion del estado vegetativo al reproductivo (Lin et al., 1998), también esta se
encarga de la desetiolacion como consecuencia a muy bajos flujos de luz azul (Lin et al., 1998).
En conclusién, estos fotorreceptores regulan la germinacion, crecimiento, elongacion, la
expansion del cotileddn, y el desarrollo de los cloroplastos, la apertura de las estomas y la
mediacién del fototropismo, controlando la fotomorfogénesis en respuesta a la luz azul o
ultravioleta (UV-A) en las plantas (Koornneef et al., 1991).
2.1.3. Pigmentos fotosintéticos
Los pigmentos fotosintéticos son moléculas capaces de captar energia luminica y
transformarla en energia quimica. Estos se pueden diferenciar por su composicién y estructura
molecular, entre los principales se encuentran las clorofilas y carotenoides.
Figura 1l

Recepcidn de longitudes de onda de la luz segun el fotoreceptor implicado.

uv-B uv-A azul verde amarillo rojo  rojo lejano

— e
CRIPTOCROMOS | FITOCROMOS
3

CAROTENOIDES

CLOROFILAS

Absorcion de luz

500
LONGITUD DE ONDA
(NM)

l —
450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

i
350 400

Nota: Figura tomada de (Martinez-Garcia, 2002)
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2.1.4. Clorofilas

Las clorofilas son compuestos tetrapirrélicos ciclicos con un &omo de magnesio en el
centro del sistema de anillos de porifirina que absorbe la luz. Estos pigmentos estan contenidos en
los fotosistemas | y I, y estdn encargados de la captacion y transferencia de energia luminosa
proveniente de longitudes de onda de 440 nm y de 675 nm (Werlinger et al., 2004).
Figura 2
Estructura molecular de las clorofilas, en la que se muestran: los dobles enlaces conjugados del

anillo porfirinico (que incluye cuatro pirroles A, B, C y D), la unién coordinada al &tomo de
magnesio, y los distintos radicales (R) que cambian en cada tipo de clorofila: a, b, c1, c2, d.
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Nota: Figura tomada de (Azcon-Bieto & Talon, 2008)

2.1.4.1. Clasificacion de las clorofilas (clorofila a y b). La mejor manera de describir a
las clorofilas es por medio de su clasificacion mas comun, clorofilas a (Chl a) y b (Chl b) - aunque
existen otras tres Chl ¢, Chl d y baterioclorofila- estas dos forman complejos de proteinas de union
a Chl a/ b que captan la mayor cantidad de luz de todo el fotosistema. Ambas poseen la forma
caracteristica de cola hidrofébica y cabeza hidrofilica y estan ubicadas en los cloroplastos de las
células vegetales, pero difieren en solo un 4&tomo en su cadena lateral en el tercer carbono, por
ejemplo, en la clorofila Chl a, el tercer carbono esta unido a un grupo metilo mientras que, en la

clorofila Chl b, el tercer carbono esta unido a un grupo aldehido (Azcén-Bieto & Taldn, 2008).
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La Chl a es el més abundante de todos las clorofilas, esta presente en el centro de reaccion
y en complejos de captacion de la luzla luz de captacion de complejos de casi todos los organismos
fotosintéticos. Por el contrario, la Chl b es caracteristica por su sustitucion de formilo en la posicion
C-7 y se considera como la segunda clorofila mas abundante en organismos fotosintéticos
oxigenados. En cuanto a los picos de absorcion en la Chl a, las longitudes de onda del espectro
que absorben con mayor eficacia son 429 nm y 659 nm, que son responsables del azul violeta y
rojo anaranjado, para las clorofilas Chl b es méas eficaz en la absorcion de las longitudes de onda
del espectro son 455 nm y 642 nm, que son responsables de los colores violeta y rojo
respectivamente. La clorofila b refleja un color amarillo verdoso (Mitch, 2015; Werlinger et al.,
2004).
2.1.5. Carotenoides

Son los principales pigmentos que afectan el color de las hojas de las plantas, los frutos y
flores con sus colores verdes normales y distintivos colores amarillo, naranja y algunos rojizos
(Tian et al., 2019). Los carotenoides son moléculas liposolubles de 40 carbonos constituidas a
partir de subunidades de isoprenos, que se sintetizan en una amplia variedad de sustancias dentro
de organismos fotosintéticos y no fotosintéticos. Estos derivados tetraterpénicos presentan dobles
enlaces conjugados y un anillo ciclohexano sustituido insaturado en cada extremo de la cadena
lineal. Pueden presentar hasta 600 estructuras diferentes conocidas hasta el momento, clasificados
de manera general, en carotenoides no oxigenados y carotenoides oxigenados, denominados

xantofilas (Pizarro & Stange, 2009; Reol, 2003).
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Figura 3
Estructura molecular de los carotenoides mds comunes en las hojas: I: f-caroteno; II: o-

caroteno; Il1: zeaxantina; 1V: luteina.
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Nota Tomada de Azcdon-Bieto y Talon (2008).

Tienen como funcidn principal proteger a las células de la incidencia excesiva de la luz a
través de la disipacion térmica y suministran sustratos para la biosintesis del acido abscisico (una
hormona vegetal implicada en la inactividad, maduracion y en la tolerancia al estrés abiotico), esta
funcién fotoprotectora se presenta de manera mas eficiente que la funcion de transduccion de
energia que tan sélo presenta de un 30% a un 40% (Pizarro & Stange, 2009; Reol, 2003). Estos
compuestos absorben longitudes de onda corta del espectro visible, en la region entre 400 y 560
nm, presentando coloracién amarilla, naranja o roja (Werlinger et al., 2004).

Dicha propiedad es dada por la presencia de 7 o mas enlaces dobles conjugados con

posibilidad de absorber luz visible, es decir, que la cadena poliénica caracteristica de los
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carotenoides es un sistema extenso de dobles enlaces conjugados que alternan enlaces carbono —
carbono simples y dobles comportandose finalmente como un croméforo absorbente de luz que
aumenta su recepcion de longitudes de onda mientras exista un mayor namero de dobles enlaces
conjugados (Alquezar, 2008).

Los carotenoides estan ubicados en los cloroplastos junto a las clorofilas a y b, se acumulan
en las membranas tilacoidales, especificamente cerca del centro de reaccion del fotosistema Il en
los complejos de recoleccién de luz (LHC) (Cunningham & Gantt, 1998). Los carotenoides actlan
como pigmentos accesorios en el LHC, donde absorben la luz en un rango méas amplio del espectro
azul (400 - 500 nm) que la clorofila, y transfieren la energia absorbida a la clorofila a durante la
fotosintesis. Son de gran importancia no solo en el proceso fotoquimico de las plantas, sino que,
por ejemplo, en flores y frutos, la presencia de estas moléculas pigmentadas sirve para atraer a los
polinizadores y agentes de dispersion de semillas a los intensos colores amarillo, naranja y rojo
que proporcionan (Pizarro & Stange, 2009).

El caroteno mas importante en las plantas es el B-caroteno y la luteina es la principal
xantofila, pero hay ademas otras xantofilas que aun no estando en tan alta concentracion como los
anteriores, juegan un papel decisivo en la disipacion de la energia excedente: violaxantina,
anteraxantina y zeaxantina (Reol, 2003).

2.2. Proteinas

Las proteinas son moléculas formadas por una larga cadena lineal de L-aminoacidos unidos
mediante enlaces peptidicos (Gonzalez-Torres et al., 2007). Lo que diferencia a una proteina de
otra es la secuencia de aminoacidos que la conforman, dicha secuencia se denomina estructura

primaria de la proteina. Esta Ultima, es determinante en la funcion que cumplird después, pues
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existen diversos tipos de proteinas como las enzimas, proteinas reguladoras, estructurales, de
sefializacion, transportdoras, sensoriales, de almacenamiento y defensa (Luque Vilca et al., 2019).

No obstante, la secuencia lineal de aminoécidos es capaz de adoptar variadas ordenaciones
en el espacio que se forma por medio del plegamiento del polimero lineal. En parte, el referido
plegamiento se desarrolla de forma espontanea, “debido a la repulsion de los amino&cidos
hidr6fobos por el agua, la atraccion de aminoécidos cargados y la formacién de puentes disulfuro
y también en parte es ayudado por otras proteinas” (Luque Vilca et al., 2019).

De esa manera, la estructura primaria se determina por la secuencia de aminoacidos en la
cadena proteica, esto significa, el nimero de aminoacidos presentesy el orden en que se encuentran
enlazados y la manera en que se pliega la cadena se analiza en términos de estructura secundaria
(Luque Vilca et al., 2019). Igualmente, las proteinas acogen diferentes posiciones en el espacio,
por lo que se describe una tercera estructura. Esta estructura terciaria, por ende, “es el modo en
que la cadena polipeptidica se pliega en el espacio, es decir, como se enrolla una determinada
proteina” (Luque Vilca et al., 2019).

2.2.1. Método de Bradford

Este ensayo determina y permite la cuantificacion rapida y sencilla de proteinas en una
muestra de interés. El ensayo se basa en la observacion de que el maximo de absorbencia de una
solucion acida de Coomassie Brilliant Blue G-250 se desplaza de 465 nm a 595 nm cuando se
produce la union a la proteina. Tanto las interacciones hidrofébicas como las ionicas estabilizan la
forma anidnica del colorante, provocando un cambio de color visible. El ensayo es util porque el
coeficiente de extincion de una solucidon de complejo de colorante-aloimina es constante en un

rango de concentracién de 10 veces (Bradford, 1976).
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La formacion de color observada en el ensayo de Bradford es el resultado de las
interacciones entre la proteina y el colorante azul de Coomassie G-250 (Figura 4). En condiciones
acidas, el colorante es rojo en su estado protonado. A través de interacciones electrostaticas e
hidrofébicas con una molécula de proteina, se estabiliza la forma azul aniénica (-1 carga neta) del
colorante (Brady & Macnaughtan, 2015).

La intensidad del color formado por estos ensayos se mide por fotometria de absorbancia
a 595 nm para los ensayos de Bradford. Normalmente, se utilizan soluciones estandar de albimina
de suero bovino (BSA) (Brady & Macnaughtan, 2015).

Figura 4
Estructuras del colorante azul de Coomassie G-250 en su forma azul, aniénica (-1 carga neta).

(&)

Nota Tomada de Brady y Macnaughtan (2015).
2.3. Carbohidratos

Los carbohidratos son moléculas compuestas de carbono, hidrogeno y oxigeno en una
proporcién aproximada de un atomo de carbono (C) por cada molécula de agua (H20). Las
principales funciones de los carbohidratos o glicidos son proporcionar energia inmediata y los
polimeros glucidicos insolubles actlan como estructura y proteccion de las paredes celulares en
los vegetales. hacer parte de la funcién estructural. Segun la complejidad de la molécula, por

ejemplo, de la longitud de sus cadenas, pueden clasificarse en monosacéaridos, oligosacaridos y
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polisacaridos. Como también se pueden subclasificar otras biomoléculas como derivados de
monosacaridos, heteropolisacéaridos, peptidoglicanos, glucoproteinas y glicolipidos (Nelson &
Cox, 2015).

Los monosacaridos, o azlcares simples, consisten en wuna sola unidad de
polihidroxialdehido o cetona, el m&s comin y abundante en la naturaleza es la glucosa. Presentan
las siguientes propiedades: son solidos neutros, incoloros, cristalinos, solubles en agua, poco
solubles en alcohol e insolubles en general en acetona, éter, y demas solventes apolares;
generalmente con sabor dulce. Algunos ejemplos conocidos de monosacaridos son la glucosa
(principal combustible energético celular), la galactosa, la fructosa o la ribosa, entre otros. Los
monosacaridos se clasifican de acuerdo con tres caracteristicas diferentes: la posicion del grupo
carbonilo, el nimero de &tomos de carbono que contiene y su quiralidad (Melo & Cuamatzi, 2020).

Por otra parte, los oligosacaridos consisten en cadenas cortas de unidades de
monosacaridos residuos unidos por caracteristicos enlaces glucosidicos, sin embargo, los mas
abundantes son los disacaridos, formados por dos unidades de monosacarido. La mayor parte con
dos o tres unidades de monosacarido no se encuentran libres en la célula sino unidos a lipidos o
proteinas.

Los polisacaridos son cadenas, ramificadas o no, de mas de veinte monosacaridos y
resultan de la condensacion de muchas moléculas de monosacaridos con la pérdida de varias
moléculas de agua, como el almidén o la celulosa. Los polisacaridos representan una clase
importante de polimeros bioldgicos y su funcién en los organismos vivos estd relacionada

usualmente con estructura o almacenamiento (Nelson & Cox, 2015).
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2.3.1. Método DNS

El método colorimétrico del acido dinitrosalicilico (DNS) proporciona una estimacion
rapida y sencilla del grado de sacarificacion midiendo la cantidad total de azucares reductores en
el hidrolizado. Sin embargo, esté sujeto a la interferencia del buffer de citrato y de otras sustancias
y por las diferentes reactividades de los distintos azlcares reductores. Estas interferencias se hacen
mas evidentes cuando se emplean sustratos complejos (Marsden et al., 1982).

A través del método DNS es posible determinar la presencia de grupos carbdnicos libres
(C=0) de los azucares reductores. El procedimiento para su realizacion esta basado en una reaccién
redox, que ocurre en la utilizacion de acido 3,5 dinitrosalicilico para inducir la oxidacion de los
azUcares y paralelamente su propia reduccion endotérmica. Una mol de azUcar reacciona con una
mol de &cido 3,5 dinitrosalicilico, originando una reaccion estequiométrica que da la oportunidad
de saber cuél es la cantidad de azucares reductores que se encuentran presentes en la muestra.
Posteriormente, se sigue con la determinacion, realizando lecturas de absorbancia en el
espectrofotdmetro a 540 nm (Montafiez, 2020).

Vale sefialar que la reaccion es colorimétrica, el acido 3.5 dinitrosalicilico es de color
amarillo, mientras que la aparicion de acido 3-amino, 5-nitrosalicilico provoca un cambio a pardo
oscuro, cuya intensidad serd directamente proporcional a la cantidad de azucares reductores
(Mandre et al., 1998).

2.4. Fenoles

Los compuestos fenolicos estan formados por un anillo aromatico unido por lo menos a un

grupo hidroxilo y contienen al menos un grupo fenol. La estructura mas sencilla es la del acido

benzoico, pero con otros sustituyentes en el anillo se forman acidos fendlicos como el cafeico,
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feralico, fumérico y cindmico, comunes en los vegetales y en el propéleos (Sobiesiak, 2017). Dicha
composicion les proporciona propiedades bactericidas, fungicidas y antivirales.

Los fenoles constituyen probablemente el mayor grupo de metabolitos secundarios de las
plantas y son sintetizados por la ruta del acido shikimico o la via del acido malénico. Los
metabolitos secundarios ademas de no tener una funcién definida en procesos como la fotosintesis,
sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, difieren también de los primarios, en que ciertos
grupos no presentan una distribucion uniforme en las plantas, es decir, no todos los metabolitos
secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades y
no de forma generalizada, estando a menudo su produccion restringida a un determinado género
de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies (Pérez-Urria Carril & Avalos Garcia, 2009).

Pueden variar en tamafio desde una estructura simple con un anillo aromético hasta otras
complejas como las ligninas. Aunque muchos de los aceites esenciales son terpenos, algunos son
compuestos fendlicos. Muchos fenoles simples son responsables del sabor (Pharmacology - 1st
Edition, s. .). Se denominan fenilpropanoides porgue se originan a partir de la fenilalanina y tienen
una estructura de seis carbonos (C6) y tres carbonos (C3). En este sentido, estos pueden estar
clasificados en varios grupos como: fenoles simples, quinonas, naftoguinonas, taninos,
flavonoides, entre otros (Pharmacology - 1st Edition, s. f.).

2.4.1. Método de determinacion de fenoles

El método utilizado con mayor frecuencia para determinar la cantidad de fenoles en
alimentos y vegetales es el ensayo de Folin-Ciocalteu (Avella et al., 2008).

Es un ensayo antioxidante basado en la transferencia de electrones, que mide la capacidad
reductora de un antioxidante. Se ha aplicado ampliamente en la determinacion del contenido total

de fenoles y polifenoles de alimentos derivados de plantas y muestras bioldgicas.
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El método de Folin-Ciocalteu esta basado en la capacidad que poseen los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo utilizado contiene molibdato y tungsteno sédico,
estos reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico.
La transferencia de electrones a pH bésico es capaz de reducir los complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico en oxidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno (WgO23) y molibdeno
(M08023), siendo directamente proporcional este color al nimero de grupos hidroxilo de la
molécula (Avella et al., 2008).

2.5. El maiz, Zea mays L.

El maiz (Zea mays L), un importante material industrial y fuente de alimento, muestra una
asombrosa adaptacion ambiental. Un rasgo notable de su adaptacion posterior a la domesticacién
desde ambientes tropicales a templados es la adaptacion a un fotoperiodo largo (LP) (Wu et al.,
2016). Un determinante notable que permitid la propagacion del maiz a traves de las latitudes fue
la adaptacion posterior a la domesticacion a los cambios en las horas de luz (Piperno et al., 2009;
Van Heerwaarden et al., 2011). Bajo los dias mas largos experimentados en latitudes mas altas,
los cultivos de maiz tropical no florecen o muestran un retraso en la floracion (Betran et al., 2003).
Las plantas integran sefiales procedentes de vias reguladoras enddgenas o del entorno para modular
el momento de la floracién (Colasanti & Coneva, 2009).

Taxonomicamente, el maiz corresponde a la familia Poaceae, de orden Poales, de
caracteristicas angiospermas monocotiledéneas (Guacho A., Edison F., 2014). A nivel botanico,
las caracteristicas de esta planta van desde tener unas raices fasciculadas con perfecto anclaje que
en ocasiones sobresalen del suelo. El tallo es simple, erecto en forma de cafia y macizo en su
interior, tiene una longitud elevada pudiendo alcanzar los 4 metros de altura, ademas es robusto y

no presenta ramificaciones. Las hojas son largas, lanceoladas, alternas y de gran tamafio, se
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encuentran abrazando al tallo y con presencia de vellosidad en el haz, ademas los extremos de las
hojas son muy afilados y cortantes. Gracias a lo anterior, les permite captar eficientemente la luz
solar.

Los granos de maiz son fuente principal de carbohidratos, proteinas, fibras, vitaminas y
minerales, contienen a su vez, una variedad de fitoquimicos como compuestos fenolicos,
fitoesteroles y carotenoides que pueden proporcionar efectos que promueven la salud y tienen el
potencial de reducir el riesgo de varias enfermedades cronicas como la diabetes, enfermedades
coronarias o algunos tipos de cancer (Guacho A., Edison F., 2014).

En Colombia, el maiz es el tercer cultivo con mayor superficie de siembra después del café
y el arroz; ocupa el primer lugar en volumen de importaciones en Suramérica con importaciones
del 74% de la demanda nacional y ocupa el séptimo lugar a nivel mundial. EI maiz tiene una
dimension social importante en la alimentacion de millones de colombianos, aportando el 9% del
suministro diario de energia de su dieta, ya que en promedio un colombiano consume 30 kg de

maiz al afio (Govaerts et al., 2019).

3. Metodologia
En las siguientes fases metodoldgicas se busco implementar un protocolo éptimo para la
germinacion de las plantulas de Zea mays L para la posterior extraccion y cuantificacion de los
metabolitos de interés, pigmentos fotosintéticos, proteinas, carbohidratos y fenoles.
3.1. Fase 1: Implementacion de un protocolo para germinacion de plantulas de Zea mays L.
3.1.1. Germinaciony crecimiento de las plantulas de Zea Mays L bajo condiciones de luz visible
Para la germinacion del material vegetal y la evaluacion del efecto de diferentes longitudes

de onda sobre la sintesis de pigmentos fotosintéticos, proteinas, carbohidratos y fenoles, se
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utilizaron semillas de Zea mays L de la variedad ICA V-305 (Semillas RBC S.A.S, con registro
ICA distribuidor: 1233/12022019, pureza del 95% y germinacion del 85%). En primer lugar, se
seleccionaron semillas con apariencia, tamafio y peso semejantes, posteriormente, se hidrataron
con agua e hipoclorito de sodio durante 6 horas y, finalmente, 15 minutos en nistatina, para inhibir
el crecimiento de hongos.

En una cdmara climatizada FARFLOW® (Farmoquing S.A.S. Bogota, Colombia),
previamente desinfectada, se ajustaron las condiciones de la cdmara para el crecimiento de las
plantulas a 24°C +/- 1°C y 80% +/-5% de humedad relativa (Diaz & Gelves, 2021). Todo esto con
el fin de mantener condiciones controladas en el proceso de germinacion, evitar contaminacion de
hongos, luz externa o variaciones bruscas de temperatura y humedad, pues lo anterior puede afectar
significativamente la germinacién y crecimiento de las plantulas.

Se realizo el cultivo de las semillas en botellas plasticas de 400 mL, lavadas con agua y
jabon y desinfectadas con hipoclorito de sodio 0.26%. Una vez secas, se partieron a los 9.5 cm de
abajo para arriba y la parte superior, el pico de la botella, se gird y se introdujo en la parte inferior
de la botella. Esta botella, tiene una altura de 21 cm en la cual, se depositaron en el fondo alrededor
de 160 mL de agua y en la parte superior, una capa de algodon de 6 x 6 cm (apéndice Aa). Se
humedecio el algodén con el fin de poder ubicar las dos semillas por montaje, las cuales se
ubicaron separadamente para diferenciar una plantula de la otra (apéndice Ab), con el fin de
permitir el movimiento de sus raices y evitar interferencias.

En el disefio experimental se usaron luces con diferentes rangos de luz visible, blanca, azul
y roja (lamparas LED, 10 W, indice de color > 70, 70 - 80 Lm/W, longitud de 57 cm) y, ausencia
total de iluminacion. Las lamparas LED fueron ubicadas a una distancia de los montajes de 1.15

m y entre cada uno de ellos, de 5.5 cm. Se empled la exposicion de las plantulas a la luz en
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fotoperiodos de 12 horas/12 horas oscuridad, durante 11 dias. Finalmente, se llevo a cabo una
observacion macroscopica y de registro de las caracteristicas principales de cada plantula después
del periodo de germinacion, tales como el tamafio de las hojas y la coloracion de estas.
3.1.2. Medicion de espectros de emision y potencia de las lamparas LED

Haciendo uso de un espectrometro Avaspec — 2048L (Avantes. Apeldoornm Paises bajos)
se tomaron los espectros de emision de cada lampara a una distancia de 5 cm con el fin de registrar
el rango en el espectro electromagnético e intensidad a la que se expusieron los montajes de las
muestras vegetales. Adicional, se midieron las potencias de cada una de ellas con un vatimetro
Nova (Ophir optronics solutions Ltd. Massachusetts, EE. UU.) a una distancia de las lamparas de
1.15m.

Se calculd la irradiancia (potencia de la luz incidente por area) de las lamparas empleadas
y los resultados obtenidos (apéndice B).
3.2. Fase 2: Pulverizacion del tejido vegetal

Para la pulverizacion del tejido vegetal, se tomaron hojas de cada montaje (apéndice C) y
se trituraron en un mortero utilizando nitrogeno liquido hasta obtener un triturado fino y sin
pedazos de hoja muy grandes; se hizo bajo las mismas condiciones de luz y en un periodo de
tiempo muy corto para evitar degradacion de los pigmentos o contaminacion de otras longitudes
de onda del entorno. La muestra de las hojas se distribuyd en tubos Eppendorf de 1.5 mL para
determinar el contenido de pigmentos, proteinas, carbohidratos y fenoles totales. Las muestras se
almacenaron en un ultra congelador a una temperatura de -80 °C, para posterior liofilizacién. Una
vez liofilizadas, se conservaron en un tubo Eppendorf cubierto de aluminio y a temperatura

regulada con esferas absorbentes de humedad (AU - Salem et al., 2017).
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3.3. Fase 3: Extraccion de los pigmentos fotosintéticos

El método de extraccion utilizado se basé en una separacion de fases liquido - liquido en
donde se utilizaron dos solventes inmiscibles, uno de ellos el dietil éter y el otro el buffer fosfato.
En la fase apolar se separaron los compuestos apolares (clorofilas y carotenoides). En la fase polar
se localizaron las proteinas y carbohidratos.

Para dicha extraccién, se tomaron alrededor 10 mg de las hojas pulverizadas y secas, se
depositaron en un tubo Eppendorf y se agregé 1 mL de dietil éter, posterior agitacion en un
mezclador vortex hasta que el tejido estuviese bien homogenizado dentro de la mezcla de
extraccion. Este paso fue de gran importancia con el objetivo de precipitar proteinas e inactivar
sus actividades enzimaticas. Posteriormente, se incubaron todas las muestras en un agitador orbital
a 200 rpm durante 45 minutos a 4°C (AU - Salem et al., 2017).

Luego, se realizd la sonicacion de las muestras durante 15 minutos en un bafio de
sonicacion enfriado con hielo. Se afadio 1 mL de buffer fosfato (0.1M) a pH 7 a cada tubo
Eppendorf e inmediatamente se mezclo bien en el vortex durante 1 min. Seguidamente, se
centrifugaron las muestras a una velocidad de 20000 x g durante 5 min a 4 °C.

NOTA: Después de este paso, hay dos fases liquidas inmiscibles con un pellet solido en el
fondo del tubo. El sobrenadante (solucién verdosa), una segunda fase que carecio de colroacion y
el solido en el fondo. Con el fin de evitar la mezcla de las dos fases liquidas y el rompimiento del
pellet precipitado, se manipularon todas las muestras con sumo cuidado (AU - Salem et al., 2017).

Para la medicion de pigmentos, se extrajo la parte del sobrenadante (solucién verdosa) en
el que se encontraban contenidos dichos pigmentos, se llevo a un nuevo tubo Eppendorf y posterior
centrifugacion. Para la medicidn de proteinas y carbohidratos, se extrajo la segunda fase incolora,

se llevo a un nuevo tubo eppendorf y posterior centrifugacion.
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3.4. Fase 4: Medicion del contenido de pigmentos fotosintéticos

Para ejecutar las mediciones espectrofotométricas, con el extracto acuoso obtenido en la
fase 3, se procedi6 a determinar la absorbancia, haciendo uso de un espectrofotdmetro Shimadzu
(Shimadzu corporation, Montevideo, Uruguay) y las longitudes de onda de 662 nm, 644 nm y 470
nm correspondientes al maximo de absorcién de las clorofilas a, b y carotenoides, respectivamente.
El blanco consistio en dietil éter. Se registro el espectro de absorcidn de los pigmentos extraidos,
los cuales se graficaron haciendo uso del promedio de cada tratamiento (apéndice D).
3.4.1. Cuantificacién de pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos se determinaron por medio de métodos espectrofotométricos
obteniendo asi un espectro de absorcion de cada tratamiento (figura 6) y para su cuantificacion se
utilizo la expresion establecida por Lichtenthaler (Lichtenthaler & Wellburn, 1983), en la cual se

tienen en cuenta los coeficientes de extincion de clorofilas. Las expresiones utilizadas fueron las

siguientes:
Ca = 10,05 ‘4662 — 0,766 -‘4&44 (31)
Ch = 16,37 Agyq — 3,14 Age2 (3.2)
1000 A475 — 1,28 Ca — 56,7 Cb
Cx+c= 470 s (3.3)

Las concentraciones de las clorofilas a, b y carotenoides, obtenidas para los diferentes
tratamientos de luz (apéndice E).
3.5. Fase 5: Medicion del contenido de proteinas mediante el método de Bradford
Previo a la medicion del contenido de proteinas mediante el método de Bradford se prepard
el reactivo de Bradford de la siguiente manera: Se pesaron 100 mg de Coomassie Brilliant Blue

G-250 vy se disolvieron en 50 mL de Etanol al 95%. Se agregaron 100 mL del Acido fosforico al
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85%, para finalmente, llevarlo a un volumen de 1 L con agua destilada. Luego, se prepararon los
patrones a partir de una solucion madre de BSA 0.1 mg/mL siguiendo la tabla de patrones
(apéndice F).

El blanco consistié en 250 puL de buffer fosfato (0.1M, pH 7) y 2500 uL del reactivo de
bradford preparado anteriormente. Se midi6 la absorbancia a 595 nm para cada patron (apéndice
G) y se realizd la curva de calibracion (apendice H). Para la medicion de absorbancia en la muestra,
se llevo a cabo el mismo procedimiento, reemplazando el patron de BSA por muestra bioldgica
contenida en buffer fosfato obtenida en la extraccién (ver fase 3) y se determind la concentracién
de proteinas expresado en microgramos por miligramos de muestra seca (apéndice E) (Kruger,
2009).

3.6. Fase 6: Medicion del contenido de carbohidratos mediante el método DNS

Antes de realizar la medicion del contenido de carbohidratos mediante el método DNS se
prepard el reactivo DNS de la siguiente manera: Se pesaron 5 g de acido 3,5 dinitrosalicilico, 150
g de tartrato de Na-K y 8 g de NaOH. Se disolvio el NaOH en 200 mL de agua destilada y se
afiadié en agitacion el tartrato de Na-K lentamente. Se completé con agua hasta 400 mL para
comenzar a afadir lentamente el &cido 3,5 dinitrosalicilico. Se dejo en agitacion, se llevd
finalmente a un volumen de 500 mL y se filtrdé posteriormente. Seguidamente, se preparé una
solucion estandar de glucosa 1.0 g en 500 mL (Ndfez et al., 2012), posteriormente se llevé a cabo
la preparacion de los patrones (apédice ).

A cada solucioén patron se le agregaron 250 pL de reactivo DNS, incluido al blanco, y se
llevaron a calentamiento en bafio maria por 5 minutos, posteriormente, a dejo enfriar por 5 minutos.

Luego, se agregd 2.5 mL de agua destilada y se sometieron a proceso de agitacion. La absorbancia
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de cada muestra patrén fue registrada a 540 nm (apéndice J) y se construyo la curva de calibracion
con los datos obtenidos (apéndice K) (Nufiez et al., 2012).

Las muestras bioldgicas fueron medidas bajo los mismos parametros anteriores: una
muestra de 250 pL, 250 pL de reactivo DNS, calentamiento por 5 minutos, enfriamiento por otros
5 minutos y finalmente, 2,5 mL de agua destilada. Se determind la concentracion de azlcares
reductores expresado en microgramos por miligramos de muestra seca (apéndice E) (NUfiez et al.,
2012).

3.7. Fase 7: Medicion del contenido de fenoles mediante el método Folin - Ciocalteu

Antes de llevar a cabo el método, a la muestra se le realizé el siguiente tratamiento: Se
tomaron 10 mg de muestra previamente macerada en nitrdgeno liquido y liofilizada, se le
agregaron 2 mL de metanol (grado HPLC), se agité por 30 minutos y se centrifugd por 5 minutos
a 14500 rpm. El reactivo de Folin-Ciocalteu (concentracion: 1.24 kg/L, Merck S.A) fue diluido
1/10 en agua destilada. Una solucion de carbonato de sodio fue preparada a una concentracion de
7.5% m/v.

El &cido galico fue utilizado como patron y para el blanco fue la ausencia de este, se llevo
a cabo la preparacion de los patrones (apéndice L), se tomaron las absorbancias de los mismos
(apéndice M) y finalmente, se construyo la curva con los datos obtenidos (apéndice N).

A continuacion, para la medicién de las muestras se reemplazo el patron de acido galico
por 150 puLL de muestra obtenida del tratamiento con metanol y se completaron los 225 plL con agua
destilada, quedando asi la solucion de la muestra con un factor de dilucién de 3/2. Una vez
adicionados todos los reactivos y la muestra, se dejo incubar la reaccion de la curva en completa

oscuridad por 1 hora. Una vez transcurrida esta hora, se procedié a medir las absorbancias de la
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curva a 765 nm (apéndice D). Se determind la concentracion de fenoles expresados en
microgramos por miligramos de masa seca (apéndice E).
3.8. Analisis estadistico

Un andlisis de varianza de una via (ANOVA) fue aplicado a todo el conjunto de datos para
determinar diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, con un nivel de
confianza del 95%. Prueba de rangos mdltiples fue aplicado para determinar las diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05). Previo al analisis de varianza el conjunto de datos fue
evaluado para satisfacer los supuestos estadisticos, prueba de homogeneidad de varianzas
(Levene’s test, p > 0.05) y prueba de distribucion normal de los datos. Transformacion logaritmica
(log10) fue aplicada a aquellos grupos de datos que no cumplieron los supuestos estadisticos y, un
analisis de varianza Kruskal-Wallis se realizé cuando el grupo de datos no cumpli6 los parametros.
Para todos los experimentos, siete réplicas bioldgicas fueron evaluadas por tratamiento.
Stagraphics 19 Centurion Version 19.2.02 (2010 StatPoint Technologies, Inc. Estados Unidos de

América) fue utilizado para el tratamiento estadisticos de los datos (apéndice O).
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4. Resultados y Discusion
4.1. Lamparas LED
Se midio el espectro de emision de las lamparas LED (figura 5).
Figura 5

Espectro de emisidn de las lamparas LED utilizadas. Longitud de onda en nanémetros en
funcion de la intensidad en unidades arbitrarias.
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Se evidenci6 que la LED de luz blanca present6 dos maximos de emision, uno que cubre
las longitudes de onda aproximadamente entre 400 y 490 nm y el otro entre 500 y 700 nm. El
primer maximo de emision de esta ldmpara de luz blanca coincide con el maximo de emisién de
la lampara de luz azul. Y en la lampara LED de luz roja se presentd una banda de emisién entre

560y 770 nm.
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4.2. Germinacién y caracteristicas morfoldgicas

Se evidencio las plantulas de maiz germinadas en ausencia y en presencia de luz blanca,
azul, roja con fotoperiodos de 12 horas de irradiacion y 12 horas de oscuridad, presentaron
cambios en su crecimiento, desarrollo, la altura de la planta, largo de las hojas y color.
Figura 6
Efecto de los diferentes tratamientos de iluminacion sobre el tamafio promedio de las hojas

(cm). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
(p<0.05) y las barras corresponden al error estandar.
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Tratamiento
Se observo un mayor elongacién longitudinal de las hojas durante la exposicion a la luz
roja (8.84 + 0.55 cm), respecto al tratamiento con luz azul (7.27 + 0.39 cm), luz blanca (6.73
0.68 cm) y ausencia de ésta (4.27 £ 0.89 cm) (Figura 6). Los resultados muestran el efecto negativo

de la ausencia de iluminacién sobre el crecimiento y desarrollo de las hojas, siendo drasticamente
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significativo con respecto a los demas tratamientos (p < 0.05), dandose de igual forma en los entre
los tratamientos con luz blanca y roja.

En cuanto a la morfologia de la planta se pudo observar que, en las plantulas germinadas
bajo luz roja, las hojas tuvieron una mayor elongacion longitudinal (Figura 6), seguido de las hojas
con los tratamientos de luz azul, blanca y finalmente, en ausencia de luz.

Se sugiere que debido a la presencia de fotorreceptores como los fitocromos, capaces de
absorber a esta longitud de onda, se da un incremento mucho mayor en dicha elongacion bajo este
tratamiento puesto que esta involucrado en la percepcion de cambios en el ambiente luminico,
percibiendo la disminucién o aumeno de luz roja y roja lejana y asi conducen a un incremento en
la tasa de alargamiento del tallo y hojas para disminuir el riesgo de sombreado y menor absorcion
de luz (Yanovsky, 1999).

La respuesta de las plantas para adaptarse a la calidad de la luz a la que estan expuestas
depende de una compleja red de interacciones entre maltiples fitohormonas (Weller et al., 2015),
las cuales se encargan de la regulacion del crecimiento, el desarrollo y las respuestas al estrés;
entre estas se encuentran el etileno (ET), giberelina (GA), entre otras (Peleg & Blumwald, 2011).
La giberelina es una fitohormona encargada de aumentar el desarrollo y la elongacion de raices y
hojas; el acido giberélico (GA3), uno de los tipos de giberelinas, cumple un papel importante en
el alargamiento de los segmentos nodales ya que permite estimular la elongacion celular en
respuesta a las condiciones de luz y oscuridad (Alcantara-Cortes et al., 2019). Por otro lado, el
etileno estd también encargado de la regulacion y maduracion de las hojas (Alcantara-Cortes et al.,
2019) debido a que activa una via de inhibicion del crecimiento que se satura gradualmente con la
luz, fendmeno descrito por Zhong (2012). La actividad de estas dos fitohormonas principalmente

puede estar relacionada con los resultados obtenidos (figura 6), deibdo a que, se evidencio una
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menor elongacion longitudinal en las hojas de las plantulas germinadas en ausencia de luz (Zhong
etal.,, 2012). Contrario de tratadas con luz roja, ya que, fueron las de mayor elongacion
longitudinal, esto se asocia con lo descrito por OuYang (2015) en donde concluy6 que la incidencia
de luz roja puede promover el crecimiento del tallo y hojas aumentando la biosintesis de
giberelinas y disminuyendo la del &cido indolacético (OuYang et al., 2015).

Las hojas y tallos de las plantulas germinadas bajo tratamiento de luz blanca fueron las que
presentaron una coloracién verde lo largo de todo su tejido (apéndice P) y una biomasa mucho
mayor respecto a la de los demas tratamientos (medido como la cantidad de material vegetal
obtenido) (apéndice Q). Las plantulas tratadas con luz azul y roja, aunque también tuvieron una
coloracion verde tuvieron una leve pigmentacion roja o decoloracion en sus tallos (apéndice R), y
una menor biomasa respectivamente. Finalmente, las plantas germinadas en ausencia de luz,
desarrollaron tallos incoloros y hojas levemente amarillas, de menor tamafio, biomasa y rigidez en

relacion con las de los tejidos de luz blanca, azul y roja respectivamente.

4.3. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos
Se evaluo el efecto del tipo de luz empleado en la germinacion cuantificando la concentracion de

los pigmentos fotosintéticos haciendo uso de los coeficientes de extincion (ver fase 4).
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Figura7

Efecto de los diferentes tratamientos de iluminacion sobre el contenido de colorofila a (ug/mg de
muestra seca). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p < 0.05) y las barras corresponden al error estandar.
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Tratamiento

Se observd un contenido de clorofila a significativamente mayor en el tratamiento con luz
blanca (6.27 + 0.32 ug/mg de muestra seca), respecto al contenido en el tratamiento de luz azul
(4.13 + 0.18 pg/mg de muestra seca), luz roja (3.06 = 0.19 ug/mg de muestra seca) y ausencia de
esta (0.17 + 0.004 pg/mg de muestra seca) (Figura 7). Entre todos los grupos hubo diferencias

estadisticamente significativas (p< 0.05) (apéndice O).
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Figura 8

Efecto de los diferentes tratamientos de iluminacion sobre el contenido de colorofila b (ug/mg de
muestra seca). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p < 0.05) y las barras corresponden al error estandar.
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Tratamiento

El contenido de clorofila b fue significativamente mayor en el tratamiento con luz blanca
(1.83 £ 0,10 pg/mg de muestra seca) con respecto al contenido en el tratamiento de luz azul (1.20
+ 0,05 pg/mg de muestra seca), luz roja (1.10 + 0,06 ug/mg de muestra seca) y ausencia de esta
(0.23 + 0,005 pg/mg de muestra seca) (Figura 8). Los tratamientos de luz azul y roja no tuvieron

diferencias estadisticamente significativas entre si (p > 0.05) (apéndice O).
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Figura 9

Efecto de los diferentes tratamientos de iluminacion sobre el contenido de carotenoides (ug/mg
de muestra seca). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p < 0.05) y las barras corresponden al error estandar.
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El contenido de caroteniodes en el tratamiento con luz blanca (1.02 £ 0.05 pg/mg de
muestra seca) fue considerablemente mayor respecto al contenido en el tratamiento de luz azul
(0.77 £ 0.02 pg/mg de muestra seca), luz roja (0.63 £ 0.04 pg/mg de muestra seca) y ausencia de
esta (0.04 + 0.002 ng/mg de muestra seca) (Figura 9), encontrando asi diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) (apéndice O).

La luz solar es absorbida por los pigmentos fotosintéticos, siendo las clorofilas a los méas
abundantes en los vegetales, como ya se sabe estos van acompafiados de pigmentos secundarios

como los carotenoides, usualmente en menor proporcién y con una funcion protectora, estos
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empiezan a sintetizarse a medida que la planta comienza su proceso de fotosintesis (Nelson & Cox,
2015; Reol, 2003).

Se encontrd que las hojas que tuvieron una mayor concentracion de pigmentos fueron las
expuestas a la luz blanca, seguidas de las tratadas con luz azul, roja y finalmente, en ausencia; lo
que indicd que, si hubo un efecto del tratamiento de luz al que se sometieron los diferentes
montajes sobre la sintesis de los pigmentos de interés.

Debido a que los rangos de maxima absorcion de radiacion electromagnética tanto de las
clorofilas a, b como de los carotenoides (Figura 1) coincidieron con los rangos de emision de las
lamparas utilizadas en cada tratamiento (Figura 6), se evidencio la presencia de cada uno de dichos
pigmentos. Contrario a la concentracion de pigmentos en el tratamiento en ausencia de luz,
resultados que coinciden con lo descrito por Nelson & Cox (2015), indicando que la mayoria de
las plantas no pueden sintetizar clorofilas y pigmentos accesorios sin un estimulo luminico, ya que,
como lo menciona Cooper (2010) las plantas al ser germinadas en la oscuridad detienen el
desarrollo de los proplastidos en un estado intermedio denominado etioplasto, generando la
clorosis de las hojas (Cooper et al., 2010; Yue et al., 2021).

La concentracion de pigmentos en los tratamientos de luz azul y roja tuvo diferencias
significativas, siendo la concentracion de pigmentos en luz azul mayor. Esto se podria relacionar
con la intesidad de emision de la lampara azul (apendice) y con lo mencionado por Carrilo en
donde se expone que los criptocromos al ser fotorreceptores de la luz azul, favorecen el
rendimiento vegetativo e incrementan la densidad estomaética y su apertura, lo cual permite
aumentar la incorporacion de CO: estimulando el proceso de la fotosintesis, asi como la

reorientacion de cloroplastos intracelularmente y el fototropismo (Carrillo, s. f.)
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La concentracion de clorofila a siempre serd mayor que de los deméas pigmentos, sin
importar al tratamiento de luz que se sometan, debido a que estos pigmentos estan localizados a lo
largo de toda la superficie del tejido vegetal (Azcon-Bieto & Talon, 2008; Nelson & Cox, 2015).
La clorofila b se encuentra en la planta con funciones claras de proteger el pigmento principal, la
clorofila a, del exceso de exposicion a la luz como también de complementar la absorcion de
longitudes de onda de la misma, evitando asi saturacion o dafios del mismo (Azcon-Bieto & Talon,
2008; Nelson & Cox, 2015).

La sintesis de los pigmentos esta regulada por la sefial luminosa. Bajo diferentes
condiciones de calidad de luz, la proporcién de clorofila a/b es diferente. En la mayoria de los
cloroplastos de las plantas estudiadas se encuentran aproximadamente el doble de clorofila a que
de clorofila b y casi 4 veces mas que carotenoides (Nelson & Cox, 2015). En este trabajo, se
encontrd que la concentracion de clorofila a fue 3.15 y 5.55 pg/mg de muestra seca (apéndice S)
veces mayor que el de clorofila b y carotenoides, respectivamente. La funcién principal de los
carotenoides es proteger a las clorofilas contra dafios foto oxidativos y al ser pigmentos accesorios
se encuentran en menor proporcion evidenciado en los resultados (Taiz et al., 2021).

Como es sabido los pigmentos fotosintéticos absorben a determinadas longitudes de onda

y su concentracion depende de la cantidad y calidad de luz (Reed et al., 1993).
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Figura 10
Espectros de absorcion (nm) de los pigmentos fotosintéticos obtenidos en los diferentes
tratamientos de iluminacion.
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Los grupos cromoforos ubicados en el anillo de porfirina de la molécula de clorofila
producen los maximos de absorcion que se evidencian en el espectro de la Figura 10. Los cuales
coinciden con los picos representativos de la clorofila a y b y carotenoides observados en la Figura
5.

4.4. Cuantificacion de proteinas

Por otro lado, la cuantificacion de proteinas se realizé a partir de la segunda fase obtenida

en la extraccion liquido - liquido descrita en la fase 3 de la metodologia, en la que el buffer fosfato

actu6 como solvente.
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Figura 1l

Efecto de los diferentes tratamientos de iluminacion sobre el contenido de proteinas (ug/mg de
muestra seca). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p < 0.05) y las barras corresponden al error estandar.
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Tratamiento

Se evidencié una concentracion de proteinas ligeramente mayor en el tratamiento en
ausencia de luz (2.62 £ 0.10 ug/mg de muestra seca) comparado con los tratamientos de luz azul
(2.46 £0.13 ng/mg de muestra seca) y luz blanca (2.31 = 0.10 ug/mg de muestra seca) (Figura 11).
Sin embargo, se observé una disminucion significativa de proteinas cuando las plantulas fueron
germinadas bajo luz roja (1.90 = 0.18 pg/mg de muestra seca) (p < 0.05) (Figura 11) (apéndice O).

Las proteinas son macromoléculas presentes en diversas rutas metabolicas de las plantas,
pero su sintesis parece no depender directamente de la incidencia de luz, como se muestra en los

resultados obtenidos. En ausencia de luz se observé la concentracion mas alta posiblemente porque



EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA SINTESIS DE BIOMOLECULAS EN MAIZ Zea mays L.47

el criptocromo CRY?2 se acumula en la oscuridad y se degrada a medida que se expone a la luz
(Lin et al., 1998; Mockler et al., 2003), también a que las matrices del fotosistema Il se forman en
ausencia de luz (Heydarizadeh, 2015). Las plantas cuentan con diversas respuestas frente a
condiciones de estrés por factores abioticos, estas activan el proceso de transcripcion y expresion
de diferentes genes que codifican proteinas, esto partiendo de almidén y lipidos como fuente de
energia, almacenados en los leucoplastos o etioplastos; éstas pueden ser proteinas estructurales,
encargadas de fortalecer la pared celular como lo son la callosa, lignina y proteinas ricas en
hidroxiprolina (LABRA, 2012).

Los espectros de emision de las ldmparas LED (figura 6) arrojaron que la luz blanca y azul
emiten con mayor intensidad, Kirchhoff (2014) menciona que el exceso de luz ataca a los centros
de reaccion de los fotosistemas Il y provoca la destruccion de subunidades proteicas llamadas D1,
por lo que el ciclo de reparacion del fotosistema degrada la proteina dafiada y la reemplaza por una
sintetizada “de novo”, sugiriendo una explicacion para la concentracion en los tratamientos
mencionados inicialmente. Por el contrario, la luz roja emitida por la lampara LED al tener una
menor intensidad, mostré una menor concentracion de proteinas (Kirchhoff, 2014).

Para esta seccion se utiliz6 un meétodo que brindd informacion sobre la cantidad de
proteinas presentes en las plantulas de maiz, sin embargo, al no desarrollar un proceso de

purificacion no se tuvo certeza de las diferentes proteinas contenidas en las muestras.

4.5. Cuantificacion de azucares reductores
La cuanificacion de azucares reductores se llevé a cabo, al igual que con las proteinas, a
partir de la segunda fase obtenida en la extraccion liquido - liquido descrita en la fase 3 de la

metodologia, en la que el buffer fosfato actué como solvente.
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Figura 12

Efecto de los diferentes tratamientos de iluminacion sobre el contenido de azlcares reductores
(ug/mg de muestra seca). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos (p < 0.05) y las barras corresponden al error estandar.
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Tratamiento

Se observo un contenido de azlcares reductores mayor en el tratamiento con luz roja (15.24
+ 1.17 ng/mg de muestra seca), respecto al contenido en el tratamiento de luz blanca (14.74 = 0.92
pg/mg de muestra seca), luz azul (12.51 + 1.03 pg/mg de muestra seca) y ausencia de la misma
(5.23 + 0.45 pg/mg de muestra seca) (figura 12). Entre los tratamientos de luz roja, blanca y azul
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05), sin embargo, el
tratamiento en ausencia de iluminacion si las tuvo respecto a los demas tratamientos (p < 0.05)

(apéndice O).



EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA SINTESIS DE BIOMOLECULAS EN MAIZ Zea mays L.49

Para Alaoui Sosse (1994), cuando las plantas crecen en un ambiente no estresante el
carbono fijado fotosintéticamente se redirige principalmente hacia la sintesis de carbohidratos,
enfocandose en la produccion de glucosa a partir de agua, didxido de carbono y energia obtenida
de la luz (Alaoui Sossé, 1994). Sin embargo, se han estudiado los niveles en plantas de
carbohidratos como almidon, glucosa y sacarosa; los principales carbohidratos de
almacenamiento, produccion y translocacion, respectivamente, como también de tipo estructural.
En los resultados no se evidenci6 que las diferentes longitudes de onda incididas en las plantulas
provocaran un cambio en la concentracion de azlcares reductores en los tratamientos de luz blanca,
azul y roja pues no hubo diferencias significativas entre las medias de concentracion de azucares
reductores tal como lo describié Wang (2014) indicando que su concentracién no es dependiente
de los tipos de iluminacién empleados en el estudio (Wang et al., 2014). Sin embargo, en ausencia
de luz la carencia de azucares reductores determinada en las hojas de las plantulas germinadas,
puede no ser el resultado de un proceso fotosintético sino que su presencia derivaria de los
carbohidratos de almacenamiento como el almidon, el cual se encuentra acumulado en un 30-80

% en el grano de maiz (Tovar Benitez, 2008).

4.5. Cuantificacién de fenoles

Los resultados obtenidos de la cuantificacién de fenoles se encuentran contenidos en la

figura a continuacion.
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Figura 13

Efecto de los diferentes tratamientos de iluminacion sobre el contenido de fenoles (ug/mg de
muestra seca). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0.05) y las barras corresponden al error estandar.
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Tratamiento

Se determind que, el contenido de fenoles totales con el tratamiento de luz blanca fue
significativamente mayor (33.92 + 2.45 pug/mg de muestra seca) con respecto al observado en el
tratamiento de luz roja (24.52 = 1.60 pg/mg de muestra seca), ausencia de luz (21.21 £ 0.39 pg/mg
de muestra seca) y luz azul (19.75 + 0.70 pg/mg de muestra seca) (p < 0.05) (Figura 13).
Adicionalmente, se encontrd que el tratamiento con luz azul reduce significativamente la sintesis
de fenoles, en comparacion con la luz roja (p < 0.05) y, ademas, aunque en ausencia de luz hubo
un efecto negativo sobre este tipo de metabolitos, fue ligeramente mayor al observado con la luz

azul (apéndice O).
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La concentracion de fenoles en ausencia de luz fue similar a la obtenida con los
tratamientos de luz roja y azul, posiblemente porque bajo condiciones de estrés la planta aumenta
la sintesis de dichos compuestos con el fin de protegerse aumentando la rigidez de las paredes
celulares (Fry, 1986). Esto se pudo evidenciar en que las hojas de ausencia de luz a través del tacto
(datos no reportados).

La mayor concentracion de fenoles durante la exposicion de las plantas a la luz blanca estéa
en acordancia con las observaciones reportados por Fan y colaboradores (2013), asi como por
Wink (1988), quienes argumentaron que la longitud de onda e intensidad de la ldmpara podrian
alterar la regulacion del metabolismo central del carbono en la planta, dirigiendo la sintesis de
metabolitos secundarios a partir de la fuente de carbohidratos disponibles, con la activacion
coordinada de los fotorreceptores involucrados en el metabolismo del carbono (Fan et al., 2013;
Lin et al., 1998; Wink, 1988). Lo anterior, se pudo relacionar con el espectro de emision de la
lampara de luz blanca (figura 6), en donde se observé que ésta emite con mayor intensidad.

La luz blanca tuvo un efecto significativo en la induccion de las biomoléculas analizadas
y ademas en las caracteristicas fenotipicas que se evaluaron como la longitud del tallo, la
elongacion de la hoja y su coloracién. Tanto la concentracion de pigmentos como la de proteinas,
azucares reductores y fenoles fue mayor en este tratamiento, aunque las condiciones de exposicion
utilizadas fueron las que mas se asemejan a las condiciones naturales, generaron gran impacto
evidenciado en la elevada sintesis de fenoles. La luz azul y roja no influy6é drasticamente la
composicion de metabolitos analizados en las hojas, a pesar de la presencia de los fotorrecepetores
de estas longitudes de onda, criptocromos y fitocromos. Sin embargo, la elongacion de las hojas

bajo luz roja fue mayor por lo que se podria relacionar con un efecto positivo de dicha longitud de
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onda sobre los fotorreceptores para favorecer su crecimiento. La ausencia de luz reflejé un impacto
negativo en la biosintesis de todas las moléculas analizadas, excepto en el contenido de proteinas.

En general, nuestros hallazgos muestran un efecto considerable sobre las biomoléculas
analizadas en Zea mays durante la exposicién a diferentes rangos de luz en el espectro visible,
puesto que, se encontrd una mayor induccion en la sintesis de compuestos fendlicos, seguida de

azucares reductores, clorofila a, proteinas, clorofila b y carotenoides sin importar la luz incidida.
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5. Conclusiones

A partir del estudio realizado se encontrd que las plantulas germinadas bajo luz blanca
fueron uniformemente verdes en su tallo y hojas presentaron una mayor biomasa, por el contrario
en las germinadas bajo luz azul y roja se presentd una pigmentacion rojiza en los tallos. En el
tratamiento con luz roja se encontrd que en las puntas de las hojas lanceladas hubo una coloracion
levemente marrén y una mayor elongacion longitudinal. Contrario a lo obtenido en las plantulas
germinadas en ausencia de luz, puesto que presentaron menor cantidad de hojas, biomasa y
ausencia de coloracion en tallos y hojas.
Se observo una relacion directa entre la irradiacion electromagnética y las concentraciones de
clorofila a, b y carotenoides en presencia de luz blanca, las hojas presentaron una mayor
concentracion de estos pigmentos y en ausencia se determiné un efecto negativo sobre la induccién
de estas biomoléculas. En contraste, esto no sucedié con la concentracion de proteinas y
carbohidratos, ya que no se encontraron diferencias significativas. Para finalizar, la concentracion
de fenoles mas alta se evidencio en el tratamiento con luz blanca y la menor en el tratamiento con
luz azul, evidenciando asi que la longitud de onda emitida por la ldmpara blanca favorece
significativamente su sintesis. De manera general, se concluyo que la calidad de luz tuvo un efecto
sobre el crecimiento y desarrollo de la planta e influyo en la concentracion de las biomoléculas de

interés.
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6. Perspectivas futuras

A partir de los estudios y discusiones presentados en este trabajo de investigacion, las
persepectivas de trabajos futuros se pueden orientar a estudios de metabolémica o proteémica
cuantificando los cambios de los metabolitos y sus correspondientes enzimas, para analizar mas a
fondo la influencia de la variacion de la luz. También se podria estudiar la interaccién maiz-
herviboro con la finalidad de determinar la importancia de las diferentes longitudes de onda en la
defensa vegetal. Se podrian dirigir los estudios hacia otros tejidos de las plantas como los tallos y
las raices. Podria considerarse también la posibilidad de replicar este trabajo en campo y de esta

manera analizar la diferencia entre los metabolitos en cultivos hidropénicos o en campo.
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Apeéndices

Apéndice A

Disposicion de las semillas en el algodén.

Apéndice B

Irradiancias en microvatios por centimetro cuadrado de cada lampara utilizada en el trabajo
(luz blanca, azul y roja).

Lampara Irradiancia (0nW/cm?)
Blanca 36.31
Azul 31.07

Roja 20.68
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Apéndice C

Montajes bajo los diferentes tratamientos de luz blanca, azul y roja, respectivamente.

|

Apéndice D
Absorbancias de las muestras bajo los diferentes tratamientos de luz.

D1. Absorbancias de los metabolitos de las muestras bajo tratamiento con luz blanca.

Muestra Pigmentos (662, 644 y Proteinas Carbohidratos Fenoles

blanca 470 nm) (595 nm) (540 nm) (765 nm)
M3 1,684 0,58 0,861 1,18 0,638 0,766
M8 1,865 0,704 1,051 1,286 0,507 1,169
M11 1,521 0,557 0,82 1,346 0,824 1,026
M13 1,266 0,468 0,672 1,343 0,605 1,168
M15 1,669 0,605 0,871 1,314 0,6 1,339
M27 1,894 0,691 1,003 1,306 0,632 1,173
M29 1,517 0,547 0,806 1,196 0,659 1,037

D2. Absorbancias de los metabolitos de las muestras bajo tratamiento con luz azul.

Muestra Pigmentos (662, 644 y Proteinas Carbohidratos Fenoles
azul 470 nm) (595 nm) (540 nm) (765 nm)
M1 0965 0,38 0,601 1,319 0,445 0,67
M2 1,114 0,421 0,669 1,338 0,574 0,756

M6 1,005 0,374 0,618 1,423 0,679 0,699
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M8 1,003 0,372 0,608 1,148 0,685 0,674
M20 1,326 0,465 0,733 1,352 0,566 0,743
M29 0,995 0,344 0,564 1,295 0,494 0,627
M30 1,005 0,351 0,608 1,375 0,414 0,764

D3. Absorbancias de los metabolitos de las muestras bajo tratamiento con luz roja.

Muestra Pigmentos (662, 644y 470 Proteinas (595 Carbohidratos (540 Fenoles (765

roja nm) nm) nm) nm)
M13 0,788 0,342 0,579 1,138 0,841 0,79
M17 0,864 0,351 0,577 1,331 0,62 1,097
M18 0,826 0,33 0,587 1,228 0,688 0,78
M19 1,001 0,396 0,654 1,314 0,472 0,798
M23 0,736 0,289 0,469 1,15 0,641 0,788
M25 0,721 0,294 0,46 1,11 0,576 0,838
M29 0,576 0,241 0,383 0,979 0,762 0,766

D4. Absorbancias de los metabolitos de las muestras bajo tratamiento en ausencia de luz.

Muestra Pigmentos (662, 644 y Proteinas (595 Carbohidratos Fenoles (765

ausencia 470 nm) nm) (540 nm) nm)
M2 0,053 0,05 0,07 0,338 0,241 0,728
M5 0,047 0,045 0,061 0,431 0,245 0,702
M9 0,046 0,044 0,059 0,387 0,228 0,749
M17 0,045 0,043 0,056 0,431 0,266 0,739
M22 0,046 0,046 0,056 0,297 0,359 0,797
M23 0,045 0,042 0,059 0,242 0,297 0,75

M27 0,049 0,047 0,062 0,384 0,232 0,751
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Apéndice E

Concentraciones finales de los metabolitos estudiados.

Metabolito

Concentracion Concentracion Concentracion PIBEITEE Carbohidrato HEELES
(ng/mg de (ng/mg de

Ca (ng/mgde Cb (ng/mg de C (ng/mg de muestra s (ng/mg de muestra

muestra seca)  muestra seca)  muestra seca) muestra seca)
seca) seca)

6,59 1,68 1,04 191 14,75 21,96

7,28 2,27 1,23 2,34 11,38 36,53

5,94 1,74 0,96 2,56 19,51 31,36

L_IIJ 4,94 1,47 0,77 2,55 13,9 36,49
o) 6,52 1,86 1,02 2,44 13,77 42,67
<2 7,40 2,14 1,17 2,40 14,59 36,67
> 5,93 1,67 0,95 1,97 15,28 31,76
3,76 1,28 0,71 2,46 9,79 18,49

4,35 1,36 0,81 2,53 13,10 21,60

3,92 1,18 0,76 2,87 15,79 19,54

y 3,92 1,17 0,74 1,78 15,95 18,64
a 5,18 1,38 0,90 2,58 12,9 21,13
< 3,89 1,00 0,71 2,36 11,05 16,94
3,93 1,04 0,78 2,68 9,00 21,89

3,06 1,25 0,68 1,74 19,95 22,83

3,36 1,21 0,68 2,509 14,28 33,93

3,22 1,12 0,77 2,10 16,03 22,47

3,90 1,33 0,78 2,44 10,49 23,12

g 2,87 0,97 0,56 1,79 14,82 22,76
@ 2,81 1,02 0,53 1,64 13,16 24,57
2,24 0,85 0,44 1,12 17,92 21,96

0,19 0,26 0,06 2,53 4,56 20,59

< 0,17 0,24 0,05 2,89 4,67 19,65
O 0,17 0,23 0,045 2,12 4,23 21,35
E 0,17 0,23 0,041 2,89 521 20,99
8 0,17 0,24 0,04 2,37 7,59 23,08
2 0,17 0,22 0,05 2,15 6,00 21,38

0,18 0,25 0,05 2,71 4,33 21,42
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Apéndice F

Patrones para la preparacion de la curva de calibracion del método Bradford para medir el
contenido de proteinas.

Solucién BSA 0.1 Solucion buffer Reactivo Bradford

Patron fosfato 0.1M pH 7

mg/mL (pL) L) (nL))
Blanco 0 250 2500
1 10 240 2500
2 25 225 2500
3 50 200 2500
4 100 150 2500
5 150 100 2500
6 200 50 2500
Apéndice G
Absorbancias de los patrones obtenidas para la curva de calibracién de Bradford.
Concentracion (ug/mL) Absorbancia (595 nm)
1 0,709
2,5 0,749
5 0,822
10 0,97
15 1,085
20 1,216
25 1,307

y =0,0254 x + 0,6948
R?=0,9956
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Apéndice H

Curva de calibracion de Bradford.

1,4
........... .
1!2 raem T
g Q.-
0!8 ,..-..,A-.. ......
o ®
vy =0,0254x% +0,6948
0,6 R2=0!9956
0,4
0,2
0
0 5 10 15 20 - 30
Apéndice |

Patrones para la preparacion de la curva de calibracion del método DNS para medir el

contenido de azlcares reductores.

Patron  Volumen de Glucosa (nL)  Volumen de Agua (nL)  Reactivo de DNS (pL)

Blanco - 250 250
1 10 240 250
2 25 225 250
3 50 200 250
4 100 150 250
5 150 100 250
6 200 50 250
7 250 - 250
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Apéndice J

Absorbancias de los patrones obtenidas para la curva de calibracién de DNS.

Concentracion (ug/mL) Absorbancia (540 nm)
20 0,109
50 0,258
100 0,484
200 0,832
300 1,214
400 1,628
500 1,975
y =0,0039 x + 0,0629
R?=0,999

Apéndice K

Curva de calibracion de DNS.

2,5
2
1,5
1 T y =0,0039x +0,0629
R?=0,999
0,5
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Apéndice L
Patrones para la preparacion de la curva de calibracion del méetodo Folin-Ciocalteu para medir
el contenido de fenoles.

Patrén Solucion Acido Reactivo de Folin Solucion de Na2COs
Galico (nL) (nL) (nL)
Blanco 225 de agua 645 1290
1 225 645 1290
2 225 645 1290
3 225 645 1290
4 225 645 1290
5 225 645 1290
6 225 645 1290
Apéndice M

Absorbancias de los patrones obtenidas para la curva de calibracion de Folin-Ciocalteu.

Concentracioén (ug/mL) Absorbancia (765 nm)
30 0,438
50 0,553
60 0,631
80 0,841
100 0,989
120 1,167

y = 0,0083 x + 0,1583
R? = 0,9937
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Apéndice N
Curva de calibracion de Folin-Ciocalteu.

14

1,2

0,8

0,6 o y =0,0083x+0,1583
sewnss* R? =0,9937
0,4

0,2

29 39 49 59 69 79 &9 99 109 119 129

Apéndice O
Andlisis estadistico.

O1. Andlisis estadistico de los datos analizados para clorofila a. ANOVA para clorofila a.

Fuente Suma de cuadrados Gi Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 104,586 3 348,619 1138,61 0,000
Intra grupos 0,0734832 24 0,0030618
Total (Corr.) 105,321 27

Verificacién de varianza y de homogeneidad datos. *Indica una diferencia significativa.

Prueba Valor-P Prueba Comparacion
Ausencia / Azul *
Ausencia / Rojo *
. Homogeneidad Ausencia/ Visible 22
Levene's 1,37277 0,275 de datos Azul / Rojo *
Azul / Visible *
*

Rojo / Visible
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Prueba de Kruskal-Wallis para clorofila a.

Tratamiento Tamafo Muestra Rango Promedio  Estadistico Valor -P
Ausencia 7 4
Azul ! 17.85 24,73 0,00001
Rojo 7 11.28 ' ’
Visible 7 24.85

02. Anélisis estadistico clorofila b.

ANOVA para clorofila b.

Fuente Suma de cuadrados Gi Cuadrado medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 3,15652 3 1,05217
Intra grupos 0,0753202 24 0,00313834 335,26 0,000
Total (Corr.) 3,23184 27

Verificacion de varianza y de homogeneidad datos. *Indica una diferencia significativa.

Prueba Valor-P Prueba
Ausencia / Azul
Ausencia / Rojo

. Ausencia / Visible
Homogenidad

Levene's 2,09617 0,1273 de datos Azul / Rojo
Azul / Visible *
Rojo / Visible *
Prueba de sesgo y curtosis estandarizados para clorofila b.
Prueba Prueba
Sesgo estandarizado -1,9968 A -0,801311

estandarizada
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03. Andlisis estadistico carotenoides.

Fuente Suma de cuadrados Gi Cuadrado medio Razéon-F  Valor-P
Entre grupos 8,22312 3 2,74104 652,61 0,000
Intra grupos 0,100803 24 0,00420011

Verificacion de varianza y de homogeneidad datos. *Indica una diferencia significativa.

Prueba Valor-P Prueba Comparacion
Ausencia / Azul *
Ausencia / Rojo *
Levene's Homogenidad Ausencia/ Visible *
2,012 1394 .
0125 0.139 de datos Azul / Rojo *
Azul / Visible *
Rojo / Visible *
Prueba de Kruskal-Wallis para carotenoides.
Tratamiento ~ Tamafio Muestra Rango Promedio Estadistico Valor -P
Ausencia 7 4
Azul 7 17,4286
i . 12 1429 23,0647 0,000039
Visible 7 24,4286
O4. Andlisis estadistico proteinas.
ANOVA para proteinas.
Fuente Suma de cuadrados Gi Cuadrado medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1,96153 3 0,653844 5,24 0,0063

Intra grupos 2,99415 24 0,124756
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Total (Corr.) 4,95568 27

Verificacion de varianza y de homogeneidad datos. *Indica una diferencia significativa.

Prueba Valor-P Prueba Comparacion
Ausencia / Azul
Ausencia / Rojo *
' Homogenidad  Ausencia / Visible
Levene's 1,1087 0,365 de datos Azul / Rojo *
Azul / Visible
Rojo / Visible *

Prueba de Kruskal-Wallis para proteinas.

Tratamiento  Tamafio Muestra Rango Promedio Estadistico Valor -P
Ausencia 7 20,5
Azul 7 17,2143
e . 7.30429 10,197 0,0169633
Visible 7 13,0714

O5. Analisis estadistico carbohidratos.

ANOVA para carbohidratos.

Fuente Suma de cuadrados Gi Cuadrado medio Razén-F  Valor-P
Entre grupos 448,584 3 149,528 24,3 0,000
Intra grupos 147,692 24 6,15382
Total (Corr.) 596,275 27

Verificacion de varianza y de homogeneidad datos. *Indica una diferencia significativa.

Prueba Valor-P Prueba Comparacion

Ausencia / Azul

1 *
Levene's 1,3885 0,2704 AIMOEEle Ausencia / Rojo
de datos

Ausencia / Visible
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Azul / Rojo
Azul / Visible
Rojo / Visible
Prueba de sesgo y curtosis estandarizados para carbohidratos.
Prueba Prueba
Sesgo estandarizado -0,677395 Curto_s 1S -0,952678
estandarizada
0O6. Analisis estadistico fenoles.
ANOVA para fenoles.

Fuente Suma de cuadrados Gi Cuadrado medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 0,214997 3 0,0716657 19,24 0,000
Intra grupos 0,0893875 24 0,00372448
Total (Corr.) 0,304385 27

Verificacion de varianza y de homogeneidad datos. *Indica una diferencia significativa.

Prueba Valor-P Prueba Comparacion
Ausencia / Azul
Ausencia / Rojo

' Homogeneidad Ausencia/ Visible *
Levene's 2,0406 0,135 de datos Azul / Rojo N
Azul / Visible

*

Rojo / Visible
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Prueba de Kruskal-Wallis para fenoles.

Tratamiento  Tamafio Muestra Rango Promedio Estadistico Valor -P
Ausencia 7 9,57143
Azul 7 6,14286
. ’ 20,1663 0,0001567
Rojo 7 18,6429
Visible 7 23,6429
Apéndice P

Plantulas obtenidas bajo tratamientos de luz blanca (a), azul (b), roja (c) y ausencia (d).
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Apéndice Q

Registro de longitud de tallos, hojas y pesos de las hojas analizadas.

Tallo Tallo Prom Hoja Hoja Prom Hoja Hoja Prom Hoja Hoja Prom Pe
1 2 Tallo 1 1 Hoja 1 2 2 Hoja 2 3 3 Hoja3 so
(cm (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (m) (cm) (cm)  (cm) (9)

8 9,2 8,6 9,1 74 8,25 19 16,7 17,85 0 0 0 921
8 7.5 7,75 9 7,8 8,4 16 20,3 18,15 0 0 0 766
57 8,3 7 51 71 6,1 15 16,5 15,75 0 20,2 10,1 1289
g 10,8 0 54 9,5 0 4,75 17,5 0 8,75 18,5 0 9,25 858
g 7,6 8 7,8 7,7 8,5 8,1 15,2 12 13,6 0 0 0 1072
3 8,8 59 6,6 8,5 7,55 0 23,3 11,65 0 0 0 942
7,1 0 3,55 79 0 3,95 18,9 0 9,45 0 0 0 673
10 9 9,5 9,1 8.2 8,65 17,3 18,3 17,8 0 0 0 892
112 101 10,65 73 8 7,65 14,9 17 15,95 0 238 11,9 987
7,8 9 8,4 8,8 6,5 7,65 6 17 11,5 0 0 0 649
5' 10 8,5 9,25 9,8 6,6 8,2 18,2 17,1 17,65 0 0 0 798
r<\(‘ 8,4 3,5 5,95 6,6 6,5 6,55 21 1,8 11,4 0 0 0 748
10,5 9,2 9,85 57 6,3 6 7,3 18 12,65 0 55 2,75 834
7 8,5 7,75 3,7 8,7 6,2 14,4 15,8 151 0 0 0 709
6,1 9,5 7,8 8,9 6,8 7,85 19 13,7 16,35 23,2 0 11,6 657
o 8,2 9,5 8,85 7 7,6 73 11 18,2 14,6 21 22,7 21,85 843
é 10,9 11 10,95 8,4 13,5 10,95 11 12,7 11,85 18,5 22,8 20,65 634

8,5 11,4 9,95 7,6 11 9,3 7,5 19,3 13,4 13,2 0 60,6 862
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11,7 115 116 94 94 9,4 15 213 1815 218 O 109 712

114 12 117 94 107 1005 192 192 1972 0 252 126 764

75 136 1055 46 95 705 78 178 128 0 0 0 618

114 0 5,7 94 0 47 0 0 0 0 0 0 271

13 0 6,5 43 0 215 85 0 4,25 0 0 0 255

< 242 0 121 54 0 27 0 0 0 0 0 0 148

©27 o0 1035 64 0 32 0 0 0 0 0 0 177

% 126 0 6.3 47 0 2,35 0 0 0 0 0 0 169

<123 182 1525 55 72 635 0 0 0 0 0 0 309

167 165 166 86 83 845 0 0 0 0 0 0 228
Apéndice R

Acercamiento de las plantulas obtenidas bajo tratamiento de luz azul (a) y roja (b).




EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA SINTESIS DE BIOMOLECULAS EN MAIZ Zea mays L.79

Apéndice S

Proporcion de clorofila a respecto a la de clorofila b y carotenoides.

concentraciones g jacign Chia/Chl  Relacion Chla/

promedio (ug/mg de b Carotenoides
muestra seca)
Clorofila a 3.49
Clorofilab 1.09 3.15 5.55

Carotenoides 0.62



