BIOQUIMICA

Flores
fluorescentes

La combinacion de ciertos pigmentos vegetales
genera en las flores patrones de fluorescencia
que podrian operar a modo de sefal para los polinizadores

Francisco Garcia Carmona, Fernando Gandia Herrero y Josefa Escribano

Las betalainas, una familia de
pigmentos vegetales, dan co-
lor a las flores de plantas del
orden de las Cariofilales, que
incluye entre otras especies a
los cactus.

Si bien son numerosas y muy varia-
das, las betalainas presentan solo dos
colores en la naturaleza: amarillo y
violeta. Las amarillas (betaxantinas)
presentan ademds fluorescencia verde.
Las violetas (betacianinas) tienen la
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capacidad de absorber la luz que
emiten las betaxantinas. La presencia
deambos tipos de betalainas en flores
genera patrones de contraste en
fluorescencia que podrian atraer a los
polinizadores.

Los estudios sobre las betalainas se han incremen-
tado en los dltimos afios debido, sobre todo, al in-
terés que ha despertado el descubrimiento de sus
propiedades bioactivas, que incluyen la capacidad
de retirar radicales libres y de actuar a modo de
antioxidantes.

TODAS LAS ILUSTRACIONES SON CORTESIA DE LOS AUTORES



Ciertos polinizadores detectan en las flores de
Portulaca grandiflora (derecha) y Lampranthus
productus (izquierda) una senal invisible para no-
sotros: la fluorescencia verde que emiten las be-
taxantinas de los pétalos amarillos.

AS TONALIDADES VIOLACEAS Y AMARILLENTAS QUE
exhiben ciertas flores se deben a la presencia
de betalainas, un grupo de pigmentos vege-
tales que contienen nitrégeno y son solubles
en agua. Se acumulan en flores, frutas y, de
forma ocasional, en el tejido vegetativo de
plantas de la mayoria de las familias del or-
den de las Cariofilales. También se hallan presentes en hongos
como Amanita e Hygrocybe. Hasta el momento se han identi-
ficado en la naturaleza mas de 50 betalainas, cifra que aumenta
constantemente.
Se dividen en dos grupos: las betacianinas, de color violeta,
y las betaxantinas, de color amarillo. El dcido betalamico, la
unidad estructural basica de estos pigmentos, se encuentra con-
densado con un aminoacido o amina, en las betaxantinas, y
conjugado con ciclo-dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA) en las
betacianinas. Esta molécula puede incorporar aztcares y aci-
dos a través de uno de los dos grupos hidroxilo presentes en el
anillo aromaético, con lo que origina dos familias de compues-
tos: los derivados de la betanina (betanidina-5-O-B-glucésido)
o de la gomfrenina I (betanidina-6-O-B-glucosido).

Francisco Garcia Carmona es catedratico de
bioquimica en la Universidad de Murcia. Josefa
Escribano es profesora titular de bioquimica en la
Universidad de Murcia. Fernando Gandia Herrero
es investigador posdoctoral en el mismo centro.

Los autores trabajan desde hace varios afios en el
estudio de las propiedades de las betalainas, asi como
en laimplicacién de la enzima tirosinasa en su ruta
biosintética.

La presencia de betalainas en plantas se halla restringida al
orden de las Cariofilales, que incluye familias como las Cacté-
ceas o las Nictaginiceas. Dentro de este orden solo la pigmen-
tacion de las familias de las Cariofilaceas y las Moluginéceas se
debe a antocianinas (otro tipo de pigmentos).

Betalainas y antocianinas no se han hallado nunca juntas en
la misma planta. Ello demuestra una divergencia a nivel bioqui-
mico que no se comprende todavia, pero de gran valor taxoné-
mico. La mayoria de las betalainas naturales deben su nombre
a la planta en donde se han descrito, al cual se ha anadido el
sufijo «-cianina» (de kyanos, «azul» en griego) para las beta-
cianinas, o «-xantina» (de xanthos, «amarillo» en griego) para
las betaxantinas.

La presencia de betalainas en flores (Bougainvillea, Celosia,
Gomphrena, Mirabilis, Portulaca...) reviste interés sobre todo
por la importancia del color en esas estructuras. Se han pro-
puesto una gran variedad de funciones para las mismas, inclui-
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da la atraccion de animales que actuarian a modo de poliniza-
dores y dispersadores de semillas. El ejemplo mas conocido de
planta superior con estos pigmentos corresponde a la raiz de la
remolacha roja (Beta vulgaris); sin embargo, estos no desem-
pefian alli ninguna funciéon visual, sino de regulaciéon osmoética
y de almacenaje de compuestos nitrogenados. El descubrimien-
to de esta actividad bioldgica arroja luz sobre posibles funcio-
nes no relacionadas con la coloracion.

Las betalainas se acumulan en las vacuolas de las células que
las sintetizan, sobre todo en los tejidos epidermal y subepider-
mal. En plantas, otros pigmentos solubles en agua (flavonoides
y antocianinas) también se acumulan en la vacuola central; ocu-
pan mas del 90 por ciento del total del volumen de la célula y
son responsables de la coloracion brillante en flores y frutos.
En algunos casos, las antocianinas también se han encontrado
en el citoplasma.

ANTIOXIDANTES Y COLORANTES

La actividad bioldgica de las betalainas ha centrado numerosas
investigaciones. En 1998, un estudio en el que participé nues-
tro grupo puso de manifiesto la capacidad antioxidante de las
betalainas de la remolacha. Posteriormente, varios trabajos con-
firmaron la elevada actividad antirradical y antioxidante de las
betacianinas. Sabemos también que las betalainas participan
en la eliminacion del acido hipocloroso, producto de la enzima
mieloperoxidasa implicado en la respuesta inflamatoria.

Se ha demostrado también que dosis reducidas de betanina
en la dieta inhiben en ratones la formacién de tumores de piel
e higado; en humanos, las concentraciones en plasma tras la in-
gesta de estos compuestos bastan para promover su incorpora-
cion en las lipoproteinas de baja densidad y en globulos rojos,
a los que protegen del dano oxidativo y la hemolisis.
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Las betalainas que contiene la remolacha roja (Befa vulgaris) se
utilizan a modo de colorantes en la industria alimentaria.

Las betalainas, sobre todo en forma de extractos concentra-
dos o liofilizados de raiz de remolacha roja, se utilizan en la in-
dustria alimentaria para modificar el color de una amplia va-
riedad de productos. Corresponden a los aditivos denominados
E-162. Los encontramos en yogures, cremas o helados, pero tam-
bién en salchichas y jamoén cocido, pasando por galletas, dulces
y zumos. Asimismo, se han desarrollado nuevos usos de los fru-
tos comestibles del cactus (Opuntia ficus indica, higo chumbo),
sobre todo porque evitan el sabor térreo que presentan los ex-
tractos de remolacha debido a la presencia de geosminas (com-
puestos que producen ciertos microorganismos del suelo).

Cuando un compuesto se utiliza a modo de colorante ali-
mentario, la estabilidad de su color constituye uno de los prin-
cipales factores a tener en cuenta. Las betalainas se muestran
estables a temperaturas inferiores 25 °C y en condiciones de
pH entre 3,0 y 7,0. La presencia de oxigeno y luz, en cambio,
las desestabilizan. Las betacianinas se ven afectadas de forma
negativa por la presencia de enzimas degradativas como las
peroxidasas.

PROPIEDADES OPTICAS
Las propiedades fisicoquimicas de las betalainas han sido am-
pliamente descritas, en especial aquellas relacionadas con su
color. Desde los primeros trabajos con estos pigmentos, se han
caracterizado los espectros de absorbancia de diferentes espe-
cies y el efecto de diversos substituyentes sobre los mismos.

El color acttia en el mundo vegetal como una sefal de comu-
nicacion entre especies. En general, las plantas se valen de se-
nales visuales para atraer la atencion de animales de los que po-
tencialmente pueden aprovecharse para la polinizacion y la dis-
persion de las semillas. En estos casos, la coloracion mas
efectiva es la que se muestra en flores y frutos. La que se exhi-
be en estructuras potencialmente defensivas como las espinas,
en cambio, parece transmitir una senal de advertencia dirigida
a posibles depredadores. En flores, el color desempena una fun-
cion preponderante en la atraccion de polinizadores.

La capacidad de los insectos de detectar simetria y asime-
tria y las preferencias descritas por disenos especiales confie-
ren una relevancia especial a la modulacion del color en las flo-
res y, por tanto, a la regulacion de la biosintesis y a las propie-
dades opticas de los pigmentos que lo provocan.

A pesar de los numerosos estudios realizados acerca de las
betalainas, hasta hace poco no se conocian las propiedades fluo-
rescentes de las betaxantinas. En 2005 descubrimos en nuestro
laboratorio un curioso patrén de fluorescencia debido a la com-
binacion de dos de estos pigmentos. Para este estudio determi-
namos las propiedades fisicoquimicas de varios de estos com-
puestos.

Todas las especies analizadas presentan un comportamiento
similar: con maximos de excitacion comprendidos entre 463 y
475 nan6metros y maximos de emision de entre 506 y 515 nano-
metros. Es decir, las betaxantinas absorben luz en el rango visi-
ble del espectro electromagnético correspondiente al color azul
y emiten luz verde. Los espectros de excitacion y emision son muy
similares en todos los casos y analogos al descrito para la betaxan-
tina mas sencilla considerada, la alanina-betaxantina. La separa-
cion entre la longitud de onda maxima de excitacion y la maxi-
ma de emision (desplazamiento de Stokes), y la anchura de los



QUIMICA

El color de las flores

Los pigmentos son moléculas que, por su estructura quimica,
absorben luz de una determinada longitud de onda y reflejan
el resto, que define el color que nosotros percibimos. El cro-
mdforo, la parte de la molécula responsable del color, suele
Fotén reflejado contener una cadena de dobles enlaces conjugados; fruto de
esta interaccion, los dobles enlaces generan un sistema «reso-
nante» con estados electrénicos cuya separacion energética
coincide con la energia de ciertos fotones del rango visible de
la luz; esos son los fotones que absorbe el pigmento. En algu-
nos pigmentos, la exposicidn a la luz provoca, ademéds, la emi-
sién de nuevos fotones; hablamos entonces de fluorescencia.

Luzincidente Luz reflejada

Fotontabsorbido 1\

Moléculas de pigmento
BETANIDINA (BETACIANINA)
BETAXANTINAS

Los pigmentos vegetales que centran este ar- ACIDO BETALAMICO
ticulo, las betalainas, se dividen en dos gru-
pos: las betacianinas, de color violeta (porque
absorben luz verde) y las betaxantinas, de
color amarillo (porque absorben luz azul). Tie-
nen en comun una unidad basica estructural
y funcional, el 4cido betaldmico: en las
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Flores con luz propia
Ademas de poseer color, las betaxantinas muestran también
fluorescencia: al ser expuestas a la luz, emiten radiacién de
una longitud de onda superior a la incidente. La intensidad de
esta fluorescencia depende del carécter «dador» o «acep-
tor» electrénico del sustituyente (R) del grupo amina o ami-
nodcido que se halla unido al dcido betaldmico. Cuanto mayor
sea su cardcter aceptor, cuanta més densidad electrénica
«absorba» del sistema resonante, més intensa sera la fluo-
rescencia de la betaxantina. Las betacianinas, en cambio, no
presentan fluorescencia. Ello se debe a la conexién que se pro-
duce entre los dos sistemas resonantes: el del acido betala-
mico (amarillo) y el del anillo aromatico del ciclo-DOPA
(verde)

Las fotografias muestran la fluorescencia visible en flores
de Mirabilis jalapa. Cuando se ilumina con luz blanca (A y B),
las areas de las flores que contienen solo betaxantinas pare-
cen amarillas debido a la combinacién de fluorescencia y la
radiacién no absorbida, o reflejada. Cuando se ilumina con luz
azul (Cy D), las betaxantinas emiten fluorescencia verde.
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INTERFERENCIAS

Filtro interno

Numerosas plantas del orden de las Cariofilales poseen varie-
dades con flores amarillas, violetas y rojas, con betaxantinas,
betacianinas y una mezcla de los dos pigmentos. Entre los casos
mas llamativos se encuentra Mirabilis jalapa, que puede pre-
sentar flores con patrones de colores variados dentro de la
misma planta. Los autores han descubierto que esta planta
exhibe ademas patrones de contraste de fluorescencia que
podrian resultar atractivos para los polinizadores. El patrén
resulta del solapamiento entre el espectro de emisién de las
betaxantinas (verde) y el de absorcién de las betacianinas (vio-
leta). Dado que la fluorescencia visible que emiten las betaxan-
tinas es absorbida por las betacianinas, se denomina a este
fenémeno «efecto de filtro internox»

HO_
I
(e}

Betanina (R = glucosa)

OH
Dopaxantina
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espectros (medida a un valor de intensidad mitad del maximo)
son también semejantes. Tantas semejanzas apuntan a que el mo-
tivo comun en la estructura de las betaxantinas, al acido betala-
mico, esta implicado en el fendmeno de la fluorescencia. Esta es-
tructura basica es ademaés la responsable del color de los pigmen-
tos, debido a su sistema de dobles enlaces conjugados.

Parece que la naturaleza del grupo amina o aminoacido que
en las betaxantinas se halla conjugado con el dcido betalamico
apenas contribuye a las caracteristicas espectrales de la molé-
cula. No se han observado diferencias notables al variar la lon-
gitud de la cadena del residuo o su polaridad; asimismo, las be-
taxantinas derivadas de la leucina y el acido glutdmico mues-
tran maximos de absorcion e intensidades relativas similares.

Sin embargo, si existe un factor que modifica la intensidad
de la fluorescencia: el caracter «dador» o «aceptor» electro-
nico del sustituyente del grupo amina o aminoacido. Cuanto
mayor sea su caricter aceptor, cuanta mas densidad electro-
nica «absorba» del sistema resonante (la cadena de dobles en-
laces conjugados), mas intensa sera la fluorescencia de la be-
taxantina. En general, un grupo sera mas «absorbente» de car-
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ga eléctrica cuanto mas oxidado se halle. Ello explica que el
pigmento derivado del sulféxido de metionina presente mayor
fluorescencia que el derivado de metionina, y que el pigmen-
to derivado del acido glutamico (con un grupo carboxilo) re-
fuerce su fluorescencia respecto del anilogo derivado de la
glutamina. Por la misma razon, las betaxantinas aromaticas
derivadas de difenoles (grupos «dadores» de densidad elec-
tronica) presentan intensidades inferiores a las derivadas de
los monofenoles.

FLUORESCENCIA VEGETAL

A partir de los espectros de fluorescencia de las betaxantinas
hemos desarrollado un método para la deteccion de estos pig-
mentos vegetales. Primero se separan mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés). Y
luego, sin necesidad de transformarlas en derivados (derivati-
zacion), se detectan e identifican mediante un detector de fluo-
rescencia. Todas las betaxantinas estudiadas pueden detectar-
se con excitacion a 460 nanémetros y seguimiento de la emision
a 510 nanometros.

Mediante ese método hemos determinado los pigmentos
naturales extraidos de flores de las plantas Mirabilis jalapa y
Carpobrotus acinaciformis. En el primer caso, el analisis per-
miti6 determinar, por primera vez, la presencia de trazas de
betaxantinas (derivadas de dopamina y tiramina) en flores
blancas. En el segundo, se describi6 la presencia de los pig-
mentos derivados de glutamina, dcido glutamico y tirosina en
las flores amarillas.

La misma fluorescencia visible descrita para las betaxanti-
nas individuales (sintetizadas) se detecta en extractos de flores
amarillas que contienen betaxantinas. Puesto que la emision de
luz aparece en disoluciones acuosas, se plante6 la posibilidad
de que esta pudiera hallarse implicada en un fenémeno de fluo-
rescencia a nivel de las estructuras vegetales (vacuolas) que las
contienen en las plantas, puesto que allf el entorno es también
acuoso. Como modelo de estudio se han elegido las flores, de-
bido a la importancia de las sefales visuales como un elemen-
to de atraccion para los animales polinizadores.

Para apreciar la fluorescencia especifica de las betaxantinas
se utiliza un sistema de filtros. Uno limita las longitudes de onda
para la excitacion de los pigmentos de la muestra; otro filtra la
luz residual reflejada por la misma. Asi, se ha demostrado que
la emision de luz visible por parte de las betaxantinas se man-
tiene en su entorno fisiol6gico y que las flores que las contie-
nen pueden considerarse elementos fluorescentes. Mediante mi-
croscopia de fluorescencia pueden observarse las células que
contienen los pigmentos, excitindolos apropiadamente median-
te sistemas de filtros o con el haz de luz coherente de un laser.

El trabajo descrito ha abierto nuevas vias para el estudio de
las relaciones entre animales y plantas, puesto que hasta enton-
ces no se habia considerado la posibilidad de que la emision de
luz por parte de flores operara a modo de sefial. Sin embargo,
parece que la fluorescencia podria desempefnar una funcién fi-
siologica notable.

Los agentes polinizadores presentan sensibilidades distin-
tas y perciben los colores de diferentes formas. Se ha descu-
bierto un murciélago polinizador de plantas de las Cactaceas
que tiene la capacidad de ver con un tnico receptor con una
longitud de onda méixima de 510 nan6émetros, precisamente la
longitud de onda a la que emiten las betaxantinas. Por otro
lado, las abejas, que polinizan numerosas plantas y han sido
tomadas como modelo en el estudio de la vision animal y la po-
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linizacién, poseen también un receptor para la luz verde; asi-
mismo, se ha demostrado que son capaces de percibir con ma-
yor eficacia los objetos que brillan. La importancia fisiologica
de la fluorescencia se ha constatado también en loros, donde
la presencia de plumas fluorescentes se ha relacionado con un
mayor éxito en el apareamiento.

CREACIONES CROMATICAS

La forma en que las flores exhiben su coloracién resulta crucial
para la atraccion de polinizadores. La capacidad de los insectos
para detectar los patrones crométicos confiere una especial rele-
vancia a la modulacion de los factores visuales en las flores. En
nuestro laboratorio hemos descrito un efecto de filtro interno en
las flores de Mirabilis jalapa: en esta, la fluorescencia visible emi-
tida por las betaxantinas es absorbida por las betacianinas, crean-
do en los pétalos un patrén de contraste de fluorescencia.

Los pigmentos violetas andlogos de las betaxantinas y com-
paferos en la coloracién de plantas del orden de las Cariofi-
lales, las betacianinas, no presentan fluorescencia. La unidad
estructural de estos pigmentos, la betanidina, puede conside-
rarse un derivado del acido betalamico, que contiene la estruc-
tura cerrada del ciclo-DOPA. En ella se observa una peculiaridad
ausente en las betaxantinas. Nos referimos a la conexién entre
dos sistemas resonantes (sistemas con dobles enlaces conjuga-
dos): el acido betalamico y el anillo aromatico del ciclo-DOPA.
Esta ampliacion del sistema resonante es la responsable del des-
plazamiento del maximo del espectro de absorbancia de 480 a
540 nanémetros; asimismo, también parece ser la responsable
de la ausencia de fluorescencia en los pigmentos violetas.

Por otro lado, se observa un solapamiento entre el espectro
de emision de las betaxantinas y el de absorcion de las betacia-

Imédgenes microscopicas de campo
claro (4) y epifluorescencia (C) de una
seccién de un pétalo rojo y amarillo de
Mirabilis jalapa. La fluorescencia verde
se debe a las betaxantinas; en las areas
oscuras (naranjas en A), la luz emitida
por el pigmento fluorescente es absorbi-
da por betanina. Imagenes de microsco-
pia confocal por transmisién (B) y fluo-
rescencia (D) de pétalos amarillos de
Portulaca grandiflora. Muestran tam-
bién la fluorescencia debida a las be-
taxantinas. (Escala en 4 y C: 500 micré-
metros; en By D: 40 micrémetros.)
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ninas. Este fendmeno puede provocar en un sistema que conten-
ga un fluordforo (estructura responsable de la fluorescencia) y
un cromoéforo (estructura responsable del color) la atenuacion
de la fluorescencia, si el cromoéforo es capaz de absorber la ra-
diacion emitida por el compuesto fluorescente. Nos referimos al
«efecto de filtro interno». La adicién progresiva de una betacia-
nina a una disolucién de betaxantina provoca la extincion, por
este efecto, de la fluorescencia. Ello demuestra que las betacia-
ninas absorben la radiacion emitida por las betaxantinas.

Son muchas las plantas del orden de las Cariofilales que po-
seen variedades con flores amarillas, violetas y rojas, con be-
taxantinas, betacianinas y una mezcla de los dos pigmentos. En-
tre los casos mas llamativos se encuentra Mirabilis jalapa, que
puede presentar flores con patrones de colores variados dentro
de la misma planta. En este caso, zonas que contiene solo be-
taxantinas se encuentran junto a otras que contienen también
betacianinas. Al filtrar la radiacion de excitacion y la luz emiti-
da se observa que el efecto de filtro interno descrito en disolu-
cién se mantiene en el entorno fisiolégico: las flores presentan
patrones fluorescentes de contraste. La interferencia de la fluo-
rescencia puede apreciarse tanto en imagenes completas de las
flores como a través de microscopia de fluorescencia.

Se ha observado que los patrones cromaticos de contraste
resultan atractivos para los polinizadores; incluso los depreda-
dores de insectos son capaces de manipularlos en su estrategia
de caza. La importancia del color y de los patrones formados
por su distribucion en las flores como factores determinantes
en la atraccion de polinizadores, a los que ahora pueden sumar-
se la fluorescencia y sus correspondientes patrones, confiere
una especial relevancia a la regulacion de la ruta biosintética
de los pigmentos que los originan.
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BIOSINTESIS

¢Como fabrican las plantas las betalainas?
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La ruta biosintética de las betalainas parte del aminoacido
tirosina (azul), que se incorpora completamente a la unidad
estructural de estos pigmentos, el &cido betaldmico (amarillo).
En las betalainas violetas (betacianinas), se incorpora ademas
una segunda unidad de tirosina. Solo dos enzimas controlan la
formacion de esta familia de pigmentos: la dioxigenasa y la
tirosinasa; una tercera, la glucosiltransferasa, cataliza la forma-
cién de los derivados de las betacianinas. La condensacién de
4cido betaldmico con aminoécidos y aminas es esponténea, lo
que genera una gran variedad de estructuras.

BIOSINTESIS DE LAS BETALAINAS
A diferencia de lo que ocurre con otras familias de pigmentos
vegetales, como los carotenoides, las antocianinas o las clorofi-
las, la ruta biosintética de las betalainas no se conoce todavia
con detalle.

Una vez conocida la estructura quimica de las betalainas y
de algunos de los intermedios biosintéticos, se propuso una pri-
mera version de la ruta biosintética. Las reacciones iniciales fue-
ron elucidadas mediante experimentos de marcaje isotopico con
tirosina y DOPA. Se demostro que el esqueleto completo de ti-
rosina era incorporado al acido betalamico y ciclo-DOPA. Tres
enzimas fundamentales participan en esta sintesis: tirosinasa,
DOPA 4,5-dioxigenasa y betanidina glucosiltransferasa.

La enzima tirosinasa, o polifenol oxidasa, desempena una
funcioén clave. Se ha descrito y purificado a partir de extractos

56 INVESTIGACION Y CIENCIA, abril 2011

Polimeros

OF: "™“NA ™COOH
-cromo

HO_ L. :
SN
o " on

o Betanidina

Betanina Gomfrenina |

que contenian betalainas en Amanita muscaria, Portulaca gran-
diflora y remolacha roja. Se encuentra ampliamente distribui-
da en toda la escala filogenética. Se trata de una cupoproteina
que cataliza dos tipos de reacciones acopladas a expensas de
oxigeno molecular: la hidroxilacién de monofenoles en posicion
orto para dar el correspondiente o-difenol (actividad monofe-
nolasa) y la oxidacion de o-difenoles a sus correspondientes
o-quinonas (actividad difenolasa).

La variedad de posibles substratos y la elevada reactividad
de las o-quinonas generadas por la tirosinasa determinan la
participacion de esta enzima en procesos fisioldgicos de for-
macion de polimeros tan diversos como la biosintesis de lig-
ninas, la esclerotizacion de la cuticula de artréopodos y la for-
maciéon de las melaninas responsables de la pigmentacién en
animales.



Ciertos polinizadores (algunos murciélagos e insectos) poseen
receptores visuales especificos para la luz verde que las betaxan-
tinas emiten por fluorescencia. Dado que estos animales mues-
tran una especial atraccién por elementos brillantes y determi-
nados patrones cromaéticos, la fluorescencia de las betalainas
podria desempefiar una funcién importante en la polinizacién de
plantas. En la imagen, una especie de Opuntia.

El primer paso de la biosintesis de las betalainas corresponde
ala hidroxilacion, mediada por la tirosinasa, de tirosina a DOPA
(3,4-dihidroxifenilalanina). Tras sufrir oxidaciones y ciclaciones
espontaneas, se transforma en acido betalamico, el croméforo
esencial de todas las betalainas. Otra rama de esta ruta (que
parte también de la hidroxilacion de la tirosina) conduce a la
molécula ciclo-DOPA (leuko-DOPA-cromo), que, puede reaccio-
nar con una molécula de dcido betalamico por condensacion
para formar betanidina, la unidad estructural de la mayoria de
las betacianinas (véase el recuadro «¢Cémo fabrican las plan-
tas las betalainas?»).

Hasta el afio 2005, el esquema biosintético establecido para
las betalainas no contemplaba la existencia de actividades en-
zimaticas de la tirosinasa sobre betaxantinas, ni la formacion
final de pigmentos por otro medio distinto al de la condensa-
cion del acido betalamico con aminas, aminodacidos o ciclo-DO-
PA. Sabemos ahora que existe cierta actividad de la tirosinasa
sobre dopaxantina y dopamina-betaxantina, cuyos productos
derivados corresponden a formas «leuko» generadas por cicla-
cion intramolecular de las correspondientes quinonas, analo-
gas a la betanidina y a la 2-descarboxi-betanidina.

En la actividad difenolasa sobre betaxantinas, se observa que
la dopamina-betaxantina es mejor substrato (presenta mayor afi-
nidad) que la dopaxantina. En el caso de la dopaxantina, la pre-
sencia del acido betalamico en la molécula duplica la afinidad
respecto a la DOPA libre; para el pigmento derivado de dopami-
na, la afinidad es cinco veces mayor que para la catecolamina.

Los pigmentos tiramina-betaxantina y tirosina-betaxantina
tienen estructuras monofenodlicas apropiados para ser substra-
tos de la actividad monofenolasa de la tirosinasa. La actividad
sobre estos compuestos resulta en la formacion de los mismos
productos obtenidos para las betaxantinas difenodlicas corres-
pondientes. Ello estd en consonancia con el mecanismo de ac-
cion de la enzima, segtn el cual, la 0-quinona formada es la mis-
ma y, por consiguiente, la evolucion experimentada hacia las
formas «leuko» bajo las mismas condiciones también lo es.

La presencia en el medio de reaccion de un agente reductor
como el acido ascorbico hace que la o-quinona se transforme en
el o-difenol del que proviene, sin ningtn efecto sobre las formas
«leuko» ya cicladas. De este modo, si se encuentra presente aci-
do ascorbico en el medio durante la reaccion, lo que se observa
es la conversion del monofenol en el difenol.

La conversion de tirosina-betaxantina en dopaxantina y de
tiramina-betaxantina en dopamina-betaxantina provoca muy
pocos cambios a nivel espectral, dada la similitud de sus pro-
piedades opticas. Sin embargo, a través del analisis por HPLC
puede verse como en presencia de acido ascorbico se obtiene el
difenol, que es estable y se acumula en el medio, a la vez que
desaparece el substrato monofenoélico. Una vez que el acido as-
corbico se agota por su accion continuada sobre las quinonas
generadas por la enzima, el difenol desaparece y se forman los
correspondientes productos de reaccion ya comentados para la
actividad en ausencia de acido ascorbico.

El establecimiento de la capacidad de la tirosinasa para hi-
droxilar la tirosina-betaxantina a dopaxantina y su posterior
oxidacion a dopaxantina-quinona permite proponer un meca-
nismo alternativo para la biosintesis de las betalainas. En ausen-
cia de agentes reductores en el medio, la quinona evoluciona-
ria de forma no enzimatica hacia especies mas estables, como
betanidina, en linea con la evolucion seguida por la 0-DOPA-
quinona libre. Considerando las dos actividades de tirosinasa
sobre betaxantinas, la tirosina seria el aminoacido de partida
para la condensacion con el dcido betalamico. Ello concuerda
con la acumulacién de tirosina, y no de DOPA, en los momen-
tos previos a la formacion de betacianinas en flores violetas de
Portulaca y a su evolucion sincronizada.

Bajo la perspectiva del nuevo esquema propuesto para la
biosintesis de betalainas, la tirosinasa puede considerarse la
enzima decisiva en el cambio de color de amarillo a violeta
en las estructuras coloreadas de plantas del orden de las Ca-
riofilales y, por extension, en la modulacion de la fluorescen-
cia visible.
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