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RESUMEN

f.as betalainas, son un grupo de pigmentos vegetales, los
cuales se han obtenido principalmente de betabel (Beta—-
vulgarjis), para uso en alimentos. Sin embargo, otras familias del
orden Centrospermae también los producen.

En este estudio se utilizé¢ al cultivo de tejidos vegetales
como una alternativa para la obtenciéon de éstos pigmentos,
trabajando con Iresine lindenii y Amaranthus sp. de la familia
Amaranthaceae Y con Bougainvillea glabra de la familia
Nyctaginaceae.

Para determinar las condiciones de cultivo en cada especie se
probd trabajar con diferentes tejidos (hojas, peciolos y bracteas})
como fuentes de inéculos, ademas se probaron 5 tipas de auxinas
{AIA, ANA, 2,4-D, AIB y Pic) a una concentracion de 2.0 mg/l y 2
tipos de citocininas (KIN y BAP) en concentracién de 0.2 mg/l , en
medio MS (Murashige y Skoog, 1962).

Para cada una, se establecieron cultivos asépticos y se logré
obtener la formacion de tejido calloso adicionando 0.5 y O.1 mg/l
de 2,4-D y KIN en el caso de Iresine lindenii y con 2.0 y 0.2 mg/1l
de 2,4-D y BAP para Amaranthus sp. y Bougainvillea glabra.

También se estudié el efecto de diferentes longitudes de onda
observandose inhibicién, aumento o disminucién en la produccién de
biomasa y sintesis de pigmento, dependiendo de la longitud de onda
a la cual se incubaron los tejidos.

La manipulacién de ios nutrientes del medio de cultivo se
hizo variando la fuente de féosfaro (KH2PO4), la fuente de calcio
(CaClz2), Y la relacion carbono/nitroegeno (sacarosa/NHsNOs) .

Ademas se evalué el efecto de agentes osmoticos como NaCl y
Manitol.

Los resultados indicaron que cada uno de estos compuestos
afecta de manera diferente y especifica la producciéon de biomasa y

la sintesis de pigmento en cultivo.



I INTRODUCCION

. La. riqueza biolégica de México, por la diversidad b4
ébundancia de recursos de flora y fauna es realmente muy grande,
pero al mismo tiempo es muy frigil, debido & que no es una reserva
territorial capaz de producir sin limites. De aht 1a importancia
‘de llevar a cabo la explotacién racional de nuestros recursos para
aprovecharlos de la mejor manera sin agotarlos.

Dentro de la riqueza vegetal, las angiospermas, que dominan
la mayor parte de la vegetacidn terrestre, nos proporcionan  una
gran - variedad de recursos, principalmente alimentarios. Sin
embargo, también es posible obtener metabolites secundarios de
interés comercial. La obtencién de estos compuestos se realiza
mediante la extraccion de la planta completa. El  aislamiento de
tales compuestos tiene asociados, sin embarqgo, numerosos
problemas. Los suministros de la materia prima pueden ser
erraticos debido a calamidades naturales, tales como variaciones
del clima o a la pérdida de los cultivos debida a plagas. También
es importante mantener la materia prima en estado de maxima
actividad fisiologica, para asegurar buenos rendimientos de los
metabolitos secundarios. Otro problema es la domesticacien de
plantas silvestres o la pérdida de capacidad biosintética de los
metabolitos por la sobre explotacidn de recursos.

Debido a esta, se ha pensado en el cultivo de tejidos
vegetales como una opcién para la obtencién de estos compuestos.
La mayor parte de la investigacién y desarrollo sobre la formacién
de productos secundarios mediante 1la técnica de cultivoe se
ha concentrado en compuestos tales como los farmacetticos, los
cuales son clasificados como compuestos de alto costo, poco
volumen y gran demanda. También se encuentran en esta categorifa
los aceites escenciales, saborizantes, colorantes y gomas, los
cuales, son ampliamente utilizados en la industria alimentaria. En

este caso, uno de los mayares problemas es asegurar la produccién



constante de una fuente vegetal de colorantes. Ademias, las nuevas
regulaciones sobre el uso de aditivos colorantes sintéticos para
alimentos han estimulado el interés por reemplazar las fuentes
sintéticas con fuentes vegetales naturales.

Los estudios realizados para 1la obtencién de pigmentos
vegetales en cultivo, estan encaminados a la seleccién continua de
lineas celulares productoras y la optimizacién de las condiciones
de cultivo, tanto de los nutrientes del medio como de las
requerimientos de luz.

Considerando la problemitica técnica y econémica sobre 1la
produccion de metabolitos secundarios, el labaratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales de la E.N.C.B. ha tomado como una de sus
lineas de investigacién, la obtencién de colorantes de origen
vegetal, aprovechando la rigqueza biolédgica del pais, para
establecer las bases preliminares de sistemas que sean capaces de

sintetizar y acumular metabolitos secundarios de interés.

11.-0OBJETIVOS.

2.1.-0BJETIVO GENERAL.
Seleccionar lineas celulares productoras de pigmentos,
de especies de la familia Amaranthaceae y Nyctaginaceae,

con base a la respuesta en cultivo de diferentes

germoplasmas.
2.2.-0BJETIVOS PARTICULARES.
2.2.1.-Conocer 1la combinacién Yy concentracién de

reguladores del crecimiento que den origen a la
formacién de tejido calloso.

2.2.2.-Establecer una metodologia de extraccisn y
cuantificacién de betalainas, tanto para el
material in-yvivo como para el material en cultivo.

2.2.3.-Determinar el efecta de las variaciones en 1la
longitud de onda, nutrientes del medio y agentes
osméticos, sobre la sintesis de betalainas y la

produccién de biomasa en el callao.



I111.-HIPOTESIS.

3.1.~Se sabe que moléculas diferentes con estructuras
quimicas semejantes muestran tener efectos similares. Si
la combinacién de auxina y citocinina induce formacién
de tejido calloso, entonces probando diferentes
moléculas y concentraciones de reguladores se obtendra
respuesta a la induccion de calla.

3.2.-8i la sintesis de pigmento en cultive es inducida o
incrementada por factores fisicos, como €1 lumineoso o
quimicos como la concentracién de nutrientes en el
medio, entonces haciendo variaciones de estos se podria

inducir la sintesis del metabolito.



v ANTECEDENTES

4.1.-METABOLITOS SECUNDARIOS.

El Reino Vegetal es fuente de numerosos recursos para el
hombre. Las plantas acumulan sustancias organicas en cantidades
suficientes para ser economicamente Gtiles en nutricién animal,
como fuentes de aceites industriales, resinas, taninos, saponinas,
hules, gomas, ceras, colorantes, saborizantes, productos
farmacetdticos y muchos otros compuestos de uso definido
(Paredes, 1986).

Por conveniencia, los productos provenientes de las plantas
se clasifican como metabolitos primarios y secundarios (Balandrin,
et.al. citado por Paredes, 1986).

Los primarios, tales como, proteinas, carbohidratos y lipidos
indispensables en el metabolismo bisico celular, estin ampliamente
distribuidos en 1la naturaleza y se encuentran en todos 1los
organismos.

Dentro de los metabolitos secundarios se encuentran varios
alcaloides, flavonoides, furanocumarinas vy otros compuestaos
aromaticos, los cuales son sintetizados a partir de fenilalanina,
tirosina y triptofano (Whitaker y Evans, 1987). Su distribucién en
el Reino Vegetal es mas limitada, no tienen funcién aparente en el
metabolismo primario, sin embargo, con frecuencia se les atribuyen
funciones de tipo ecolégico: los colores brillantes de las flores
atraen diversos polinizadores, intervienen en la adaptacion de 1la
planta a2 inclemencias del medio externo y actéan como defensas
quimicas contra microorganismos, insectos, predadores y aun para
imponerse a otras plantas (Mann, 1978; Rice, 1984 citados por
Paredes, 1984).

Dentro de los metabolitos secundarios existen tres
categorias, en base a su aplicacién comercial: aceites escenciales
que se emplean como saborizantes y en perfumeria; los glucédsidos,

algunos de laos cuales se utilizan como tinturas, colorantes para



alimentos y

alcaloides

medicamentos (Jaramillo,

Los

secundarios en una forma u otra son bastante

industrias como la farmaceGtica,

en

que

sectores

la industria farmaceGtica; vy
han tenido aplicaciéon en 1la
1990).
industriales que utilizan

por

amplios e

Ultimo los

produccién de

metabolitos

incluyen

la de alimentos y bebidas, la de

cosméticos, perfumeria y la de agroquimicos (Tabla IV.1).

Tabla IV.i.-Metabolitos Secundarios y su Aplicacién Industrial.

Industria Praducto Especie Vegetal Use Industrial
Farmacedtica Codeina Papaver somniferus Analgésico
Diosgenina Dioscorea deltoidea Anticonceptivo
Quinina Chinchona ledgerrana| Antimalarico
Digoxina Digrtalis lanata Cardioténico
Escopolaminal Datura strasonium Antihipertens.
Vincristina Catharanthus roseus Antileucémico
Agroquimicos Piretrina Chrysanthemum Insecticida
cinerariaefolium
Alimentos y Quinina Chinchona ledgeriana| Amargante
Bebidas Taumatina Thaumatococcus Edulcorante
daniells
bnsméticns Jazmin Jasminus Sp. Perfume

(Shuler, 1981 citado por Jaramillo, 1990).

4.2.~-CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES PARA LA PRODUCCION DE PIGMENTOS

Esta técnica tiene particularmente

para el

sector

industrial

donde se

importantes
requieren

aplicaciones
sustancias

especificas y con un alto grado de pureza (Mantell et.al., 1985) .



A través del Cultivo de Tejidos, las células aisladas de
plantas que se han desarrollado en condiciones de campo Yy que
después son cultivadas sin-vitro, tienen el potencial para producir
y acumular compuestos quimicos similares o idénticos a aquellos
producidos por la planta de la cual son originados (Zenk vy Deus,
1982).

El proceso involucra la seleccién del inséculeo apropiado
(generalmente un segmento de hoja, tallo © peciolo) como el
portador de informacién genética. Posteriormente se sigue con 1la
siembra en un medio nutritivo en condiciones asépticas, y después
de un tiempo el inéculo prolifera como una masa de células llamado
callo, Cuando un callo friable se agita en un medio liquido,
este se separa en pequefifas masas celulares, 1lamado cultive en
suspension. Las células del cultivo en suspensién se colocan en un
medio que promueve la formacién de los compuestos quimicos
deseados. Este medio, antes se debe optimizar previamente para que
sea util en la produccién de estos compuestos (Ilker, 1987).

La informacién existente acerca de la posibilidad de cultivar
células vegetales en medios liquidos, dié la pauta para pensar en
la posibilidad de que estas podian ser inducidas a sintetizar una
amplia variedad de compuestos quimicos, del mismo modo como los
cultives microbianos se han utilizado comercialmente en la
industria de la fermentacién (Whitaker y Evans, 1987).

Ejemplo de ello es el éxito comercial obtenido por la empresa
japonesa Mitsui Petrochemical Industries, Ltd. que comercializé
el proceso basado en cultivo de células de Lithospermum
erythrorhizon para producir chiconina, una naftaquinona, utilizada
como colorante y como agente antibacteriano y anti-inflamatorio
(Knorr, 1985; Shuler et.al., 1984 citados por Paredes, 1986).

Se ha reconocido en la practica, que el cultivo de células
caomo productor de compuestos quimicos valiosos, tiene implicados
numerosos problemas bioquimicos, genéticos y de ingenieria. Sin
embargo, la riqueza del potencial bioquimico propio de las
células vegetales, representa un estimulo para continuar con las

investigaciones en este campo (Whitaker y Evans, 1987).



4.3.~-MANIPULACION DE NUTRIENTES EN EL MEDIO DE CULTIVO.

lLos metabolitos secundarios se producen en 1la planta como
consecuencia del grado de diferenciacién celular, tisular u
organica ya que tienden a sintetizarse en células especializadas y
en etapas especificas del desarrollo (Mantell et.al., 1985).

En general, se ha observado que las células in-vitro de
rapido crecimiento y que no presentan algun tipo de organizacién,
acumulan los productos secundarios en bajas concentraciones por lo
que se ha determinado que existe una relacién inversa entre el
crecimiento, la diferenciaci¢én y la acumulacién de estos
compuestos (Lindsey y Yeoman, 19835 citados por Jaramillo, 1990).

La manipulacién de 1os componentes del medio de cultivo
supone que, bajo determinadas concentraciones se activa la
maquinaria celular que favorece la sintesis de metabolitos
secundarios. La faormulacion del medio afecta no solo la iniciacién
del cultivo sino también la velocidad del crecimiento y farmacién
de biomasa, asi como la sintesis del producto, de tal forma, gque
se tiene que considerar que los metabolitos secundarios son
compuestos que pueden o no estar asociados al crecimiento. En  tal
caso, las condiciones que favorecen el crecimiento, no
necesariamente aumentan la sintesis de estos (Fowler, 19843
Yecman, 1986 citados por Jaramilla, 1990).

El efecto de los componentes del medio que mis se han

estudiado son:

4.3.1.~REGULADORES DEL CRECIMIENTO.

Estos son  los compuestos que presentan los efectos mas
notorios tanto en el crecimiento celular como en la produccion de
metabolitos secundarios y en el grado de diferenciacién celular ya
que condicionan las rutas morfogenéticas.

Como una generalizacién, solo dos tipos de reguladores del
crecimiento, auxinas y citocinipas, son necesarias para el
desarrollo y produccién de productos secundarios. Otras hormonas
han sido evaluadas y muestran no tener efecto o ser inhibitorias



(Zenk et.al., 1975 citado por Ilker, 1987). La cantidad Ex;:ta de
citocinina requerida para la produccion del metabolito es’
dependiente de la concentracién de auxina - (Yamakawa et.al.,
1983). Comunmente se requiere una baja concentracidn de auxina,
las cuales son altamente especi{ficas. Sin embargo, como na han
sido caracterizados con certeza los receptores de auxina, no se

puede decir qué tipo de auxina es mas efectiva (Ilker, 1987}.
4.3.2.-FUENTE DE CARBOND.

€ntre los factores nutricionales, los ctarbohidratos, tienen
especial importancia, tanto en la sintesis de constituyentes
celulares, como en la produccién de metabolitos secundarios.

Sacarosa es la mejor fuente de carbono y Jjuega un papel
especial en el dasarrollo celular y en la produccién de pigmento
en cultivo. En varios estudios, las altas concentraciones de
sacarosa de cerca del 104 , dan la mis alta produccién de
antocianinas (Yamakawa et.al., 1983; Ozeki y Kaomamine, 1985).

La produccien de chiconina en cultivos de Lithospermum
ervthrorhizon aumenté cuando se incrementd la sacarosa de 1 a 5% .
Es importante seffalar que, la relacién carbono/nitrégenc es atn

mas importante gue la fuente de carbono sola (Dougall, 1980).
4.3.3.-MACRONUTRIENTES.

Se ha observado, que las bajas concentraciones de fésfaro vy
nitrégeno, generan incremento en la sintesis de metabolitos
secundarios acompafiado de disminucién en la velacidad de
crecimiento (Faowler, 1983).

De acuerdo con Yamakawa et.al. (1983) la maxima produccién de
antocianinas en cultivos celulares de uva ocurre a proporciones
equimolares de NDas : NH¢ ; sin embargo, el fosfato ¥y la  sacarosa
ejercen un efecto contrario.

Alta concentracidn de sacarosa, acompafiada de alta

concentracién de nitrégeno y baja concentracién de fosfato



originan la mayor produccidn de antocianinas pero también menor
masa celular.

4,3.4.-EFECTO OBMOTICO EN CULTIVO.

El efecto osmético de los componentes del medio sobre células
vegetales en cultivo se ha estudiado suplementando el medio de
cultive con compuestos no metabolizables, tales como, manitol,
Carbowax ® -1000 y NaCl. Withers y Street 1977, (citados por
Dougali, 1980), observaraon cambios en el tamafio celular e
incremento en la resistencia a lesién celular en cultivos en

suspensién de Acer pseudoplatanus y Capsicum anoum después de

haber desarrollado estas células en medio suplementado con
manitol. Sin embargo, el efecto osmético de la composicién del
medio de cultivo sobre el funcionamiento celular se ha estudiado

poco.
4.4.~ADITIVOS COLORANTES PARA ALIMENTOS.

Los aditivos alimentarios se han utilizado por el hombre
desde tiempos remotos. Los primeros aditivos incluian sal, miel,
vino y especias, todos ampliamente utilizados con propésitos de
preservacion o saborizacién. Algunos métodos posteriores de
preservacién de alimentos incluian el salado o ahumado de carnes
para asegurar el suministro durante todo el afNo. En tiempos
recientes ha habido un aumenta considerable en el numero vy
naturaleza de aditivos disponibles, lo que permite mejorar la
producecién, distribucién y aceptacién de alimentos en todo el
mundo. La reglamentacién del uso de aditivos alimentarios sefiala
que deben ser in&cuos, no deben ser utilizados en cantidades mas
grandes que las necesarias, no deben ser utilizados cen 1la
intencién de enmasacarar la naturaleza o calidad del alimento y el
uso de aditives no nutritivos se mantendria al minimo (Fairweather,
1981).

Los colorantes son aditivos que representan una categoria
especial dentro de los aditivos alimentarios (Meggos, 1984). La

caracteristica mas importante por la que se juzga la calidad de un



alimento, es su apariencia, y el atributo de apariencia mas
importante es el color (Mc Laren, 1980).

El color de 1los alimentos es un atributo sensorial muy
importante. Clydesdale (1977), define el color como “una sensacién
experimentada por un individuo cuando energia en forma de
radiacién dentro del espectro visible, llega a la retina del ojo".
Aungue se consideran los matices del color como un fendmeno
puramente subjetivo, las sensaciones del observador son gobernadas
solamente por la composicién de la luz que llega al ojo desde el
objeto.

Asi, los consumidores son frecuentemente estimulados por el
color de 1los productos que compra durante su vida diaria,
automaticamente se evitan 1los productos con color pardo o
manchado, en general, seleccionan el mas brillante o mas

uniformemente coloreado.

4.4.1.-US05 E IMPORTANCIA.

El uso de colorantes como aditivos en alimentos es de suma
importancia para el fabricante y para el consumidor ya que es uno
de los factores que determinan la aceptacién que tenga un
producto.

Para el fabricante, 1la adicién de colorantes ayuda a
garantizar la uniformidad del color entre lote y lote y ayuda a
reforzar el color presente pero que es menos intenso de 1o que se
pudiera esperar. Para el consumidor, la adicién de colorantes
ayuda a restaurar la apariencia de los alimentos cuyo contenido
original de colorante ha sido reducido por tratamientos de
procesamiento y también para hacer mis atractivo y facilmente

identificable un producto (Spears, 1988).

4.4.2.-CLASIFICACION.

Los colorantes alimentarios se pueden dividir en tres

categor{as principales:
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a) Colorantes Naturales OrgaAnicos de origen vegetal o animal.

b) Colorantes de Origen Inorganico obtenidas de la naturaleza
© reproducidos sintéticamente.

c) Colorantes Artificiales o compuestas idénticos que son
reproducidos por sintesis guimica. Estos pueden ser, los derivados
isoprenoides (carotenos), los derivados tetrapirrol (clorofila),
los derivadas benzopirano (antocianinas y flavonoides), las
flavinas (tales como riboflavina) y 1los pigmentos inorganicas
(Bauernfeind, 1981).

Los colorantes artificiales han sido por muchos afos, ideales
para reemplazar la coloracién natural destruida durante los
procesos alimentarios, reduciendo las variacions de colaracién
entre lotes de productos, hacié¢ndolos apetecibles para los
consumidores. Sin embargo, actualmente, el numero de colorantes
artificiales para uso alimentario, ha sido driasticamente reducido

coma resultado de estudios toxicolégicos (Spears, 1988).
4.4.3.-LEGISLACION.

La obtencién de colorantes de origen natural ha cobrado gran
interés para la industria alimentaria debido a que 1la Food and
Drug Administration (FDA), ha suspendido el uso de diversos
colorantes artificiales.

Entre los productas suspendidas por este organismo estin los
colorantes sintéticos FD&C (colorantes propios para la industria
alimentaria), rojos numeros i, 2, 4 y 40 (Villegas, 1979).

En los Estados Unidos, el uso de colorantes en alimentos es
controlado por el Color Additives Amendments de 1960 para la
Federal Food, Drug and Cosmetic Act de 1938 (Spears, 1988).

En México, la legislacién de alimentos estda a cargo de la
seccion de Asesoria de Alimentos, Bebidas y Medicamentos de la
Secretaria de Salubridad y Asistencia.

Las regulaciones para los aditivos alimentarios permitidos en
México, se encuentran en el Reglamento de Aditivos para Alimentos,
emitido por el Sector Salud del Gobierno Federal (Lépez, 1985).
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Aunque las razones para el uso de colorantes en alimentos han
permanecido inalteradas desde antes de que existiera un control
legislativo, los fabricantes de alimentos han tenido que reconocer
que la tendencia hacia el uso de aditivos naturales se ha
incrementado en los ultimos afios.

Desde el punto de vista legal, los colorantes para alimentos
pueden ser divididos en dos grupos: a) aquellos listados para uso
y b) los gue se encuentran provisionalmente listados.

Los aditivos colorantes listados para uso, han sido evaluados
por la FDA para comprobar que son inocuos y poder intentar su
aplicacién.

Los colorantes listados provisionalmente, son tintas y
pigmentos que no son considerados como téxicos pero que no  han
sido sometidos a todas las pruebas requeridas por el Color
Additives Amendments, para establecer su elegibilidad para el
listado permanente.

Los listados son revisados aproximadamente una vez al afo, si
existen suficientes razones y si los fabricantes o consumidores de
estos colorantes lo demandan, el listado provisional es extendido
hasta la terminacién de las investigaciones requeridas.

Para desarrollar y evaluar un colorante y para que pueda
obtener un lugar en el listado permanente, puede tomar de S5 a 7
afos, dependiendo del préposito de uso que tenga (Marmion, 1979).

4.5.-DESARROLLO EN LA PRODUCCION DE COLORANTES ALIMENTARIOS.

lLa sintesis comercial de pigmentos “ideénticos a los
naturales®, proporciona una via util de produccién de colorantes
qui micamente puros, de calidad uniforme y con especificaciones
precisas. Los carotenoides, fueron los primeros pigmentos
exitosamente sintetizados comercialmente (Isler et.al., 1958
citado por Spears, 198B).

Un pigmento sinteticamente puro puede modificarse para
aumentar su estabilidad y ampliar la variedad de aplicaciones, de

acuerdo a los requerimientos de los fabricantes de alimentos.
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Un logro en este campo ha sido la produccidn de formas de
fi~caroteno que son estables a diferentes pH, resistentes a
reduccién quimica y dispersables en agua. Otros compuestos que
también han sido sintetizados, son: Betanina, el principal
pigmento de betabel (Herrmann y Dreiding, 1975), antocianinas
(Jurd, 1944) y clorofilas (Humphrey, 1980) (citados por Spears,
1988) .

8in embargo, la explotacidn comercial de estos procedimientos
es dificil, debido al bajo rendimiento de los productos, que da
como resultado el alto costo de los aditivos.

Estos colarantes “idéenticos a los naturales” tienen también
gue ser sometidos a pruebas toxicolégicas para confirmar su
inocuidad, después ser aprubados por las autoridades gue regulan
su uso y entonces podrian ser utilizados.

Ademas, la carencia de uniformidad internacional en los
criterios de pruebas alimentarias entre el gobierno Y la
industria, que son los organismos respansables de evaluar estas
sustancias, limita aun mas que exista mayor desarrollo en los

pigmentos sinteticos (Spears, 1988).

4.6.~BETALAINAS.

4,6.1.-ESTRUCTURA.

El término Betalaina (Mabry y Dreiding, 1948) abarca a todos
aquellos compuestos cuya estructura estd basada en el esqueleto
general (1), (Fig. IV.1) y se utiliza para denominar 2 grupos de
pigmentos vegetales, hidrosolubles, gque se acumulan en vacuola, de
distribucién restringida a plantas que pertenecen al orden
Centrospermae, con una estrecha relacién quimica y biogenética:
las betacianinas, (Fig. IV.1) (Piattelli, 1964), que dan
coloraciones de rojo a violeta y las betaxantinas, que originan
coloracién amarilla.

El compuesto caracteristico, que representa a las

betaxantinas encontradas en la naturaleza, es la indicaxantina,
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aislada de Opuntia ficus-indica (Fig. IV.2) (Piattelli, 1964).

La estructura general de todas las betacianinas estia basada
en dos agliconas isoméricas, (a) betanidina y (b) iscobetanidina
(Fig. IV.3) (Piattelli, 1976).

Las betacianinas son caompuestos nitrogenados cuya
constitucién quimica estid integrada por 2 residuos : un azucar vy
una aglicona, originando asi un glucésido (Velazquez, 1990).

La aglicona esta compuesta por dos derivados de la tirosina :
el acido betalamico (a) y la ciclodopa (b) (Fig. 1IV.4) (Mabry,
1980 citado por Velazquez, 1990} . Ambos se unen formando una base
de Schiff, en una reaccién reversible que puede ser espontanea o
llevarse a cabo enzimaticamente {en el laboratorio) . El producto
de ésta reaccidn es la betanidina (aglicona) (Fig. 1IV.S5) (Chang,
1974).

14



COOH COOH

{1) Batolcinas Batacianines
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(a) Betoniding {b) 1sabetonidina

FIG.IV.3~ de (o) i y iding , ( Piattelil, 1976)

{b} Clclodopa

(o} Acide Betgldmko

FIG, IV. 4~ Estructura del (a) Acido Batolamico y de (b} Ciclodopa, (Mabery. 1980, citado por Veldzquez, 1990)
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4,6.2.-FACTORES OUE REGULAN LA BIOSINTESIS DE BETALAINAS.

En el control de la sintesis de las betalainas, se involucran
una serie de factores, tales como, luz, temperatura, condiciocnes
hidricas de la planta, fitorreguladores, etc., elementos decisivos
para aumentar o disminuir la sintesis de estos productos

secundarios.
4.6.2.1.-LUZ.

El factor ambiental mAs investigado que controla la sintesis
de betalainas es la luz. Este es un requerimiento necesarioc para
la sintesis de pigmento en ciertas especies, mientras en otras la
acumulacién de betalainas también ocurre en la oscuridad
{Wohlpart y Mabry, 1968 citados por Piattelli, 1976).

La reversibilidad rojo-lejano, (control a nivel de fitocromo)
de la induccién luminosa de la sintesis de betalainds, ha sido
demostrada en plantulas de Amaranthus tricolor (Ala de perico)
(Piattelli, et.al., 1969 ; Colomas y Bulard, 1975), A. gaudatus
(Flor de seda) (Kohler, 1972b ; French et.al., 1973), Chenopodoium
rubrum (Wagner y Cumming, 1970), Celosia plumosa (Giudici de
Nicola et.al., 1973a) y C. cristata (Cinco de mayo) (Giudici de
Nicola et.al., 1974) (Citados por Piattelli, 1981).

El fotocontrol de la sintesis de betalainas, probablemente
ocurre via activacién de genes. Esta suposicién se basa en la
accién de inhibidores de Acidos nucleicos y biosintesis de
proteinas sobre la sintesis de pigmento (Birnbaum y Kohler, 1970
Kohler y Birnbaum, 1970b ; Stobart et.al., 1970 ; Piattelli et.al.
1970a, b ; Giudici de Nicola et.al., 1972a ; Kohler, 1972a, 1975
citados por Piattelii, 1981).

El efecto de la luz sobre la sintesis de betalainas se puede
examinar a dos diferentes niveles, involucrando la activacién de
genes (directa o indirecta) y 1la disponibilidad de compuestos
ricos en energia. El efecto de la luz sobre el sistema genético
parece ser mediado por fotoreceptores, como el fitocromo, mientras

que en la disponibilidad de compuestos ricos en energia parece ser

18



regulado por fitocromo en las primeras horas de irradiacién y
sucesivamente por el sistema fotosintético (Piattelli, 1976).

4.6.2.2.-INDUCCION QUIMICA.

La biosintesis de betalainas también puede 1llevarse a caho
mediante induccidén quimica.lLa cinetina es capaz de reemplazar el
requerimiento luminoso para produccidén de betalainas (Bamberger vy
Mayer, 1960 ; Kohler, 1967, 1972b 3 Piattelli et.al., 1974 ;
Giuduci de Nicola et.al., 1973a ; Mazin et.al., 1976 citados por
Piattelli, 1981). Sin embargo, los experimentos con cinetina son
dificiles de interpretar, debido a los efectos que tiene sobre una
serie muy amplia de procesos de desarrollo de la planta. No
obstante es evidente que el efectoc de la cinetina sobre 1la
acumulacion de pigmento, es grande en plantas con requerimiento
luminoso y moderado en especies capaces de sintetizar en la
oscuridad.

El efecto de la cinetina ha sido atribuido a la activacién de
los mismos genes reguladas por los efectos de luz y a la accién
represora de inhibidores de Aacidos nucleicos y biosintesis de
proteinas.

En general, estos resultados sugieren que cinetina, as{ como
luz, actuan a dos diferentes niveles, tanto activacién de genes
como el control de la disponibilidad de compuestos ricos en

energia.
4.6.2.3.-CONTROL GENETICO.

La regulacién de la biosintesis de betalainas se ha estudiado
también a nivel genético. Se han realizado investigaciones saobre
herencia en betalainas con Portulaca grandiflora (Yasui, 19203
lkena, 1921, 1922, 1924 y 1928; Enamoto, 1923 y 1927 citados por
Piattelli, 1981), donde se establece que los fenotipos blancos,
son recesivos para los fenotipos coloreados.

Se han realizado estudios mas recientes para betalainas con

flores de varios colores y sus hibridos F: (Ootani y Hagiwara,
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1969 citados por Piattelli, 1981), donde se determiné que las
flores purpuras contienen principalmente betacianinas Y en
cantidades traza, betaxantinas, mientras que lo opuesto se aplica
para flores amarillas. Los colares rojo, naranja e intermedios,
presentan proporciones variables de betacianinas y betaxantinas.
Las betacianinas, son dominantes para betaxantinas y, en hibridos
Fi1, el contenido mas alto de betacianina en fenotipos c¢olor
purpura es dominante para el contenido mas bajo en fenotipos color
rosa, mientras que, el contenido mis alto de betaxantina en
fenotipos color amarillo es recesivo para el contenido miés bajo en

fenotipos color rosa.

4.7.-ESTABILIDAD DE LAS BETACIANINAS.

Existen diversos factores que afectan la estabilidad del
color, tales como temperatura, pH, 1luz y oxigeno (von Elbe,
et.al., 1974).

Asi mismo, Soboleva et.al., (1976) (citado por Velazquez,
1990) reporté 1a presencia de una enzima que decolora las
betacianinas, la cual se ha encontrado asociada a componentes
subcelulares de tejido del betabel. Los estudios realizados
sugieren que la enzima tiene mayor actividad en el tejido que
conforma la porcién epidérmica, que en aquellos que constituyen la
porcién central del betabel (Shing y Wiley, 1981 citados por
Velazquez, 1990).

Esto sugiere que 1a localizacién de la enzima gue degrada el
color, puede asociarse con el sitio donde es mayor la acumulacién

del pigmento y que en general es la porcion epidérmica .
4,.8,.-BETALAINAS COMO COLORANTES EN ALIMENTOS.

Debido a 1los estudios realizados sobre la toxicidad de
colorantes artificiales y al interés cada vez mayor en el consumo

de alimentos naturales se ha estimulado la investigacién con

pigmentos vegetales, como aditivos colorantes para alimentos
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(Pasch y von Elbe, 1975).

El betabel Beta vulgaris es la especie vegetal mas comun que’
sintetiza betalainas. El uso de estos pigmentos en alimentos ha
cobrado gran interés desde que el polvo y el jugo concentrados de
betabel son permanentemente listados como aditivos colorantes por
el Color Additive Amendment de 1960 (von Elbe, et.al., 1974).

El pigmento rojo-vialeta, betanina, fue aislado originalmente
de betabel y su importancia para la industria alimentaria aumentd
cuando la FDA suspendid el uso de pigmentos rojos FD&C (Riboh, 1977
citado por Weller y Lasure, 1981). Ademas, se ha cuestionado el
uso de nitritos y nitratos, los cuales imparten coloracién roja,
debido a que producen nitrosaminas carcinogénicas en el estémago
{Fiddler et. al., 1972 citado por Weller y Lasure, 1981)

El uso de betalainas como colorantes en alimentos no es
nuevao. Existen reportes que en el siglo pasado, eran utilizadas
como colorantes en vinos, para proporcionar una coleracién roja
deseada. Sin embargo, esta practica se prohibié por considerarla
adulteracién (Wyler y Dreiding, 1961 citados por Pasch y von Elbe,
197%5) .

Las propiedades fisicas y quimicas de las betalainas limitan
su aplicacién a alimentos que tienen vida corta de anaquel, donde
el color permanece inalterado. Los tratamientos térmicos elevados
o prolongados, destruyen las betalainas, pero el color es retenido
en alimentos sujetos a tratamientos térmicos minimos. En otros
productos alimentarios el colorante puede affadirse después de que
el producto se haya calentado (Pasch y von Elbe, 1975).

Estos pigmentos naturales pueden utilizarse en productos
alimentarios, tales como, embutidos (von Elbe et.al., 1974) ;
productos lActeos, principalmente yoghurt y helados (Pasch y von
Elbe, 1975).
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v MATERIALES Y HMETODOS

5.1.~MATERIAL BIOLOGICO.

Para el presente estudio se trabajé con 3 especies vegetales
ampliamente utilizadas como ornamentales en nuestro pals, y para
las que se ha reportado la presencia de betalainas (Piattelli vy
Minale, 1944 ; Minale, et.al., 1966 ; Piattelli e Imperato, 1970a
y 1970b). Dous de ellas pertenecen a la familia Amaranthaceae:

Iresine lindenii y Amaranthus sp. y la otra a la famlia

Nyctaginaceae : Bougainvillea glabra, de la cual se trabajaron 3

diferentes fenotipos con bracteas de color rojo, amarillo vy

blancao.

5.2.-MEDIO DE CULTIVO.

La composicién de los medios se basé en el propuesto por
Murashige y Skoog, MS, (1962), (consultar el apéndice), en el que
s incluyeron compuestos organicos de grado analftico como
nutrientes, vitaminas y reguladores del crecimiento. Se agregaron
30g/! de sacarosa, el pH se ajusté a 5.8 + 0.4 con NaBH ¢ HCL,
1.0 N y 8g9/1 de agar. La esterilizacién se realizé en autoclave a
119 ©°C de temperatura y 1.5 ¥Kg/cm? de presién durante 30

minutos.
5.3.-DESINFESTACION Y SIEMBRA DE TEJIDOS.

Para cada especie se utilizaron las hojas o bracteas mas
jovenes como fuentes de indculos, las cuales se agitaron con
etanol al 70% durante 1 minuto en el caso de Iresine lindenii vy
Amaranthus sp. y durante 30 segundos para Bougainvillea glabra
para reducir la tensidn superficial. Transcurrido este tiempo se
desinfestaron primero por medio de la transferencia a una solucion

de hipoclorito de calcio al 4% (consultar el apéndice), durante 8
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minutos con agitacion constante y posteriormente se’ pasaron a
hipoclorito de sodio al 30Z durante 2 minutos y se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril. Una vez terminada la
desinfestacién se hicieron cortes utilizando pinzas y bisturt
previamente flameados, obteniendo inéculos de aprox. I ecm?2. Estos
se sembraron en frascos de vidrio que contentan el medio de
cultivo, procurando que la porcién del envés estuviera en contacto
con el medio. La desinfestacién, cortes y siembra, se realizaron
en condiciones asépticas en una campana de flujo laminar marca
VECO mod. GHFL-AL12.

5.4.~INCUBACION.

Los cultivos se incubaron a una temperatura de 27 &+ 3I°C. En
una primera fase, la mitad de los cultivos se incubaron en 1luz
blanca (con un fotoperiodo de 16/8), proporcionada por lamparas
fluorescentes, marca Phillips, de 39 watts, colocadas a 25 cm de
distancia de las cultivas, mientras que, la otra mitad se incubo

en condiciones de oscuridad total.

5.5.-INDUCCION DE CALLO

Como primera etapa se buscé la farmacién de tejido calloso de
acuerdo a los reportes de Zenk y Deus (1982); Ilker (1987) vy
Yamakawa (1983), en estudios realizados para metabolitos
secundarios. Para el caso de Iresine lindenii se probaron primero
3 diferentes tratamientos, resultantes de 1a combinacién de 3
auxinas, AIA, ANA y 2,4-D, en concentracién de 1.5 mg/l, con una
citocinina, KIN, en concentracién de 0.2 mg/l1 (Tabla V.2). Se
sembraron & indéculos por frasco y 4 frascos por tratamiento,
incubando 2 frascos en luz y 2 en oscuridad. Se evalué la
formacién y grado de desarrollo de teiido calloso realizandose el
registro de resultadaos del experimento a las 4 semanas.

Pasteriormente, en el caso de Amaranthus sp. y para cada uno
de los fenotipos antes mencionados de Bougainvillea labra, se
probaron 10 tratamientos diferentes resultantes de la combinacion
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de 5 auxinas, AIA, ANA, Z,4-D, AIB y Picloram en concentracién de
2.0 mg/1l, y 2 citocininas, KIN y BAP, en concentracién de 0.2 mg/1
(Tabla V.3). Se sembraron & inéculos por frasco y 4 frascos por
tratamiento, incubando 2 frascos en luz y 2 frascos en oscuridad.
Se evalud la formacién y grado de desarrollo de tejida calloso,
realizandose el registro de resultados del experimento a las 4

semanas.

5.6.~0OPTIMIZACION EN LA CONCENTRACION DE AUXINA/CITOCININA.

Una vez gue se determind la combinacién de auxina ¥
citocinina que originaba tejido calloso, se procedid a buscar la
concentracién 4ptima de reguladores. Para Iresine lindenii se
probaron 25 diferentes tratamientos como resultado de la
combinacidn de 5 concentraciones de 2,4-D de 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 vy
5.0 mg/}, ¥ 5 concentraciones de KIN de 0.0, 0.03, 0.2, 0.5 vy
1.0 mg/l. Se sembraron & inéculos por frasco y 2 frascos por
tratamiento, incubando en luz y ascuridad. Se evalué el mayor
desarrollo de callo y la presencia de coloracién en el mismo. La
evaluacién del experimento se realizd a las 4 semanas (Tahla V.4).

En el caso de Amaranthus sp. y Bougainvillea glabra, para los
3 fenotipos mencionados se probaron 9 diferentes tratamientos como
resultado de la combinacién de 3 concentraciones de 2,4-D de 0.5,
1.9y 3.0 mg/l, ¥y 3 concentraciones de BAP de 0.05, 0.2 y 0.5
mg/l. Se sembraron & inéculos por frasco y 2 frascos por
tratamiento, incubando en luz y oscuridad. Se evalué el mayor
desarrollo de callo y la presencia de coloracién en el mismo. La
evaluacién del experimento se realizd a las 4 semanas (Tabla V.S5).

(Fig. V.é6.-Metodologia general).
5.7.-ANALISIS QUIMICO DEL PIGMENTO.

La metodologia de extraccién y analisis de los pigmentos se
llevé a cabo en base a los estudios realizados por Piattelli vy

Minale {(1964), Minale et.al. (1946}, Piattelli e Imperato (1970a y
1970b). Para la extracciéon de betalainas del material vegetal
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Iresine lindenii Amaranthus sp. Bougainvillea glabra

| | |
v v v

Hojas Hojas Bracteas

!

Desinfestacién

Establecimiento del cultivo en medio MS con 30 g/1

de sacarosa, ajustar pH 5.8 * 0.1 y 8 g/1 de agar

Diseso factorial de S5 Auxinas y 2 Citacininas

Con incubacién del material en luz y oscuridad vy

evaluacién a las 4 semanas

Optimizacién de la concentracién de Auxina y Citocinina

Con incubacién del material en luz y oscuridad vy

evaluacién a las 4 semanas

Fig. V.6.~Metodologfa General.
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TABLA V.2.- INDUCCION DE CALLO

AUXINAS (1.5 mg/l)

AIA ANA 2,4-D.

AIA / KIN ANA / KIN 2,4-D / KIN
CITOCININAS
(0.2 mg/l)

Ll

COMBINACIONES DE AUXINAS/CITOCININAS PROBADAS
EN MEDIO MS CON INOCULOS DE HOJA DE Iresine
lindenii.
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TABLA V.3.- INDUCCION DE CALLO

AUXINAS (1.5 mg/l1)

AIA ANA 2,4-D AIB. Pic

I [AIA/KIN |ANA/KIN |2,4D/KIN|AIB/KIN |Pic/KIN

CITOCININAS
(0.2 mg/1)

A |AIA/BAP |ANA/BAP |2,4D/KIN|AIB/BAP |Pic/BAP

COMBINACIONES DE AUXINAS/CITOCININAS PROBADAS
EN MEDIO MS CON INOCULOS DE Amaranthus sp. Y
BRACTEAS DE Bougainvillea glabra.
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B TABm V.4.- OPTIMIZACION DE CONCENTRACIONES

S 2,4-D (mg/1)
“olo 0.5 1.0 2.0 5.0

; 0°/0:0/0,0 |0.5/0.0 {1.0/0.0 |2.0/0.0 |5.0/0.0

K
.0.05/0.07/0.05|0.5/0.05[1.0/0.05(2.0/0.05(5.0/0.05

(mg/1)" - I .

0.2 |0.0/0.2 }0.5/0.2 {1.0/0.2 }2.0/0.2 [5.0/0.2
0.5 |0.0/0.5 }0.5/0.5 }1.0/0.5 [2.0/0.5 [5.0/0.5

N
1.6 {0.0/1.0 |0.5/1.0 |1.0/1.0 |2.0/2.0 }5.0/1.0

CONCENTRACIONES PROBADAS DE 2,4-D/KIN EN MEDIO
MS CON INOCULOS DE HOJA DE Iresine lindenij.
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B 0.05

(mg/1) . A 0.2

TABLA V.5.- OPTIMIZACION DE CONCENTRACIONES

2,4-D (mg/1)

0.5 1.5 3.0
0.5/0.05 1:5/0.05 | 3.0/0.05 [
0.5/0.2 1.5/0.2 " 3,0/0.2
0.5/0.5 1.5/0.5 3.0/0.5

CONCENTRACIONES PROBADAS DE 2,4-D/BAP EN MEDIO
MS CON INOCULOS DE HOJA DE Amaranthus sp. ¥

BRACTEAS DE Bougainvillea glabra.



fresco, se colectaron hojas de JIresine lindenii y bracteas de

Bougainvillea glabra de color purpura, rojo y amarillo, con las
cuales se trabajé tan pronto como fue posible, para evitar cambios
fisiolégicos mayores que afectaran el analisis.

Se pesaron en balanza granataria 100 g de hojas y 100 g para
cada uno de los diferentes colores de bracteas. Estas, se cartaron
con navaja para facilitar la extraccién del pigmento b4
posteriormente se agregaron 200 ml de etanol al 70%Z , durante 2
minutos. Transcurrido este tiempo se decanté y se desechd el
extracto etandlico y se agregaron 200ml de agua destilada y se
dejaron remojando por 24 h a 5°C. El extracto acuoso se filtré en
papel, mientras que, al residuo se le volvieron a agregar 200 ml
de agua destilada para sequir extrayendo, hasta que no hubiera mas
pigmento, con filtraciones en papel. Por otro lado, cada uno de
los extractos se calentd en bafio Maria a 80°C durante 2 minutos,
para desnaturalizar la enzima. Los extractos se reunieron y se
concentraron en rotavapor a 70°C, para después centrifugar a 13000
%g; el sobrenadante se filtré a vaclo y se llevé a leer con un
espectro Varian mod. DMS 90, UV-visible, en un rango de 750 a 350
nm, con una apertura de slit de 1 nm, velocidad de registro de 100
nm/minuto y velocidad de carta de 20 nm/cm (Fig. V.7).

ta cuantificacion de pigmento del material en cultivo se baséd
en la metodologia previamente establecida para 1 material vegetal
fresco, para lo cual, se pesaron callos de Amaranthus sp. que se
congelaron por 24 h. Posteriormente se llevd a cabo la
extraccion agrpegando agua destilada y moliendo con Potter a una
temperatura de 5°C. £1 extracto se calenté en bafio Marfa a B0°C
durante 2 minutos, después se filtré en papel, se centrifugé a
13000 xg, el sobrenadante se filtré a vacio y se llevé a leer al
espectro a 480 y 540 nm con las condiciones antericrmente

mencionadas (Fig. V.8).

5.8.-EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA SOBRE LA SINTESIE DE PIGMENTO.
Debido al efecto que tiene la luz sobre la acumulacién o
produccién de pigmento (Yamakawa et.al., 1983) se planted el

siguiente experimento:
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Pesar Material Vegetal Fresco

Agregar Etanol al 70%Z durante 2 minutos

Decantar

Extraer con agua destilada (200 ml1/100 g)

Filtrar con Papel

Desnaturalizacién de Enzimas a 80°C durante 2 minutos

Centrifugar a 13 000 xg

Filtrar a Vacio

Leer al espectro entre 750 nm y 350 nm

Fig. V.7.-Metodologia de extraccién para Betalainas de material jn

vive .
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Pesar el Callo
Congelar por 24 horas
Extraer con agua destilada (100 m1/100g)
Desnaturalizacién de enzimas a BOC durante 2 minutos
l.
Filtrar con Papel
Centrifugar a 13 000 xg
Filtrar a vacta
Leer a 480 nm y a S40 om

Fig. V.8.-Metodolagia de extraccién para betalainas de material

in-~vitra .
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Se desinfestaron hojas de Iresine lindenii de acuerde a los

procedimientos previamente descritos. Se sembraron 6 indculos por
frasco con medio MS adiciocnado con 30g/1 de sacarosa, 2,4-D y KIN
en concentraciones de 0.5 y 0.2 mg/l respectivamente y B g/l de
agar. También se desinfestaron hojas de Amaranthus sp. ¥y bracteas
Bougainvillea glabra de acuerdo a los procedimientos previamente
descritos. Se sembraron 6 indcules por frasco con medic MS,
adicionado con 30 g/1 de sacarosa, 2,4-D y BAP en concentraciones
de 2.0 y 0.2 mg/]l respectivamente y B8 g/l de agar. Para cada
especie, la mitad de 1la siembra (24 frascos), se incubd en
diferentes longitudes de onda. Esto se hizo, envolviendo cada
frasco (4 frascos por tratamiento), con papel celofan rojo
(490-560 nm), naranja (480-490 nm), amarilloc (435-480 nm), verde
(595~650 nm) y azul (SB80-595 nm). El 1lote control se incubd
en oscuridad. Se evalu¢ el efecto de las diferentes longitudes
de onda sobre la produccién de callo, asf{ como, la acumulacién o
produccidn de pigmento. La evaluacién del experimento se Illevd a
cabo a las 4 semanas.

La otra mitad de 1la siembra (24 frascos), se incubd en
oscuridad por 4 semanas, una vez abtenidos los callas, se
resembraron en los medios antes mencionados para cada especie y se
incubaron en diferentes longitudes de onda, envolviendo cada
frasco (4 frascos por tratamiento), de 1la manera anteriormente
mencionada. E1 lote control se incubd en oscuridad. En este
experimento se evalué el desarrollo del callo y la acumulacién o
produccién de pigmento. La evaluacién se llevé a cabo a las 4

semanas. (Fig. V.9).
5.9.-MANIPULACIONES DELL MEDIO DE CULTIVO.

Para estos experimentos se trabajo con callos de Amaranthus
sp., los cuales se resembraron en medio MS adicionado con 2.0 vy
0.2 mg/1 de 2,4~D y BAP, 30 g/1 de sacarosa y B8 g/l .de agar,
incubando el material en luz roja para posteriormente resembrar
nuevamente en medio MS con variacién en las concentraciones de

féforo y calcio y en la relacién carbono/nitrégeno  (Yamakawa,

33



lresine Amaranthus sp. Bougainvillea

lindenii qlabra
Hojas Hoijas Bracteas

|
v

Establecimiento en medio MS

Incubacién en oscuridad por 4 sem.
Obtencién de tejido calloso
Resiembra en medio MS optimizado

v

Evaluacien del efecto de la longitud de onda envolviendo

cada frasco con papel celofin de diferentes colores:rojo
naranja, amarillo, verde y azul (control en oscuridad)

l .

Evaluacién a las 4 semanas

Fig. V.9.~Efecto de la longitud de onda sobre la sintesis d=z

pigmento.
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et.al.,1983). También se adicionaron diferentes concentraciones de
agentes osméticos como manitol y NaCl. El1 material se incubé en”
luz blanca, luz roja y en oscuridad (Control), evaluando a 1las 4
semanas (Fig. V.10).

5.9.1.-VARIACIONES DE FOSFORO (KHzPO«) Y CALCIO (CaClz).

Se probaron & tratamientos con variaciones de Tésforo de
20, 50, 100, 170 (que se utilizé como control por ser la
concentracion normal en el medio) 350 y 400 mg/l, asi como, 3I
tratamientos con variaciones de calcio de 150, 330 (concentracién
control) y 600 mg/l, en medio M5 suplementado con 2.0 y 0.2 mg/l
de 2,4-D y BAP, 30 g/1 de sacarosa y 8 g/} de agar. Se resembraron
2 callos de Amaranthus sp. par frasco y se incubaron 2 frascos en
luz blanca, 2 en luz roja ¥y 2 en oscuridad (lote control), para
cada uno de los tratamientos. Se evalud la produccién de pigmento
mediante la metodologia previamente descrita para el analisis
quimico del material en cultivo. La evaluacién se llevé a cabo a

las 4 semanas (Tabla V.6).
5.9.2.-VARIACIONES DE LA RELACION CARBONO/NITROGENO,.

Se probaron 20 tratamientos, resultantes de la combinacién de
4 concentraciones de sacarosa, como fuente de carbono, de 0.040,
0.090, (concentracién control) 0.150 y 0.300 M y 5 concentraciones
de nitrato de amonio (NH«NOs), como fuente de nitrégeno, de 0.015,
0.030, 0.060, (concentracidn control) 0.120 y 0.180 M, en medio
MS, suplementada con 2.0 ¥y 0.2 mg/1 de 2,4-D y BAP respectivamente
vy B g/1 de agar. Se resembraron 2 calles de Amaranthus sp. por
frasco, y se incubaron 2 frascos en luz blanca, 2 en luz rojay 2
en ascuridad (lote control), para cada unc de los tratamientos. Se
evalué 1la produccién de pigmento mediante la metodologla
previamente descrita para el analisis quimico del material en
cultiva. La evaluacién se realizé a las 4 semanas (Tabla V.7).
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Callos de Amaranthus sp.

Resiembra en medio MS adicionado con 2,4-D/BAP,
30g9/1 de sacarosa, pH 5.8 * 0.1 y Bg/l de agar

Incubacién del material en luz roja

Resiembra en medio MS con variaciones de:

Fosforo y Relacién Manitol
Calcio Carbono/Nitrégeno NaCl

Incubacién en luz blanca, roja y oscuridad

Evaluacién a las 4 semanas

Fig. V.10.-Manipulaciones del medio de cultivo.



Tabla V.6.~Variaciones en la concentracién de fésforo y calcio.

Tratamientos KH2POs Tratamientos CaClz
de fésforo (mg/1) de calcio {mg/1)
1 20
2 S0
I 150
3 100
17 330
4 170
111 &00
S 350
& &00




Tabla V.7.-Variaciones en 1la

carbona/nitrégeno.

concentracién

de

la

relacién

ratamientos

He Sacarosa

Sacarosa
M)

Tratamientos

de Nitrégeno

NH4N{3
M)

0.040

0.090

0.150

0.300

S dWUN P a B WN e aE AN

a s W N+

0.015
0.030
0.0&0
0.120
0.180

0.015
0.030
0.060
0.120
0.180

0.045
0.030
0.060
0.120
0.180

0.015
0.030
0.060
0.120
0.180
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5.9.3.-VARIACIONES EN LA CONCENTRACION DE AGENTES OSMOTICOS.

Se probaron 4 tratamientos con variaciones de NaCl de 0.1,
0.9, 1.0y 1.5 %Z {ademas del control =sin NaCl), asi como, 4
tratamientos con variaciones de manitol de 2.0, 7.0 12.0 y 17 %
(el control sin manitol), en medio MS suplementado con 2.0 y 0.2
mg/1 de 2,4-D y BAP, 30 g/1 de sacarcsa y 8 g/l de agar. Se

resembraron 2 callos de Amaranthus sp. por frasco, y se incubaron

2 frascos en luz blanca, 2 en luz roja ¥y 2 en oscuridad (lote
control), para cada unc de 1los tratamientos. Se evalud 1la
produccién de pigmento mediante la metodologia previamente
descrita para el anAlisis quimico del material en cultivo. La

evaluacion se llevd a cabo a las 4 semanas (Tabla v.8).

Tabla V.B.-Variaciones en la concentracién de Agentes Osmdticos.

Tratamientos NaCl Manitol
() (%)
a Contral Control
b 0.1 2.0
c 0.5 7.0
d 1.0 12.0
e 1.5 17.0
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

Con el propédsito de obtener lineas celulares productoras de
pigmentos, el material vegetal fue seleccionado principalmente,
con base en la presencia de betalainas. Una vez elegidas las
especies con las que se iba a trabaiar, se prosiguid al
establecimiento del material en cultivo. Esta fase implica, el
desarrollo de un metddo de desinfestacién especi fico.

También, con el propdsito de encontrar cual de los diferentes
tejidos vegetales inducia formacién de tejido calloso, se
sembraron fragmentos por separado, tanto de hoja como peciolos de

lresine lindenii vy Amaranthus sp. e igualmente se sembraron

fragmentos de hojas, bracteas de los fenotipas rojo, amarillo vy
blancon, asf{ como peciolos de Bougainvillea glabra, en medio MS al
50%Z o con toncentracion de sales a la mitad (consultar el
apéndice).Se observé que habia formacién de callo en todos los
indculos probados, sin embargo, en el primer caso hubo mayor
produccién de callo en indculos de hoja, y en el segundo caso, fue
en las bracteas donde se observé mejor respussta obteniendose
produccison de callo para los tres fenotipos.

Cabe mencionar que aunque las *“bugambileas" son plantas
perennes, la época de floracién varfa con las estaciones del affo y
esto afectaba los experimentos, ya que al tirar las flores se
perdfan también las bracteas y no se podia tener un suministra
constante de material por lo que se tuvo que trabajar con
diferentes plantas, es decir, diferentes genotipos para cada
fenotipo. Se observéd que, habla variacién en la respuesta a la
formacisén de callo, asf como, en la friabilidad e incluso de
coloracién en los mismos, dependiendo del genotipo utilizado. Esto
demuestra la importancia e influencia que tiene la informacién
genética sobre la respuesta que se obtenga en cultive.

La a1luminacion fue otro aspecto importante que tuvo que ser
determinado para cada planta, debido a que los requerimientos

luminosos para la obtencién de pigmentos en cultivo de tejidos no
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han s}dn suficientemente investigados. Por eso se decidié que
el material se incubara tanto en luz como en oscuridad, *
observandose que cuando el material se incubd en condiciones de
iluminacién los tejidos sufrieron necrosamiento, mientras que, el
material incubado en oscuridad se conservé en buenas condiciones.
Con base en los resultados preliminares, se plantearon como
primera etapa del presente estudio, los biocensayas
correspondientes a induccian de callo y optimizacién de la
concentracion de los reguladores del crecimiento. La evaluacidn de
los resultados se hizo de manera cualitativa, analizandose en el
primer caso, la produccién de tejido callosa, y en el segundo, la

produccién de biomasa, asi como la coloracién del callo.
6.1.~-INDUCCION DE CALLO.

En la tabla VI.?, se muestran los resultados correspondientes
para Iresine lindenii, en indculos de hoja incubados en oscuridad.
Se observd, en una primera aproximacién que con la combinacidén
2,4-D/KIN a una concentracién de 1.5 y 0.2 mg/l respectivamente,
hubo induccién a la formacién de tejido calloso. Cabe mencionar
que mientras con la combinacién AIA/KIN se indujo formacién de
raices, con la combinacién ANA/KIN se indujo elongacién y d+- ..
celular que finalmente produjercon el necrosamiento di «e)ido. Con
el material incubado en luz se abservéd una respuesta semejante
para cada tratamiento, aunque esta fue menor, ademis de que bubo
necrosamiento de los tejidos. Se ha reportado que la 1luz aumenta
la produccién de pigmento en cultivo, y que con una o dos
excepciones, la producciéon de antocianinas y betalainas no ocurre
en ausencia de ésta (Dougall, et.al., 1980 citados por Ilker,
1987). Sin embargo, en estudios realizados por Yamakawa
et.al.(1983), sobre la produccién de antocianinas en cultivos de
Vitis, encontraron que habia produccién de pigmento en los callos
incubados en la oscuridad, lo que concuerda con los resultados

obtenidos para las diferentes especies con las cuales se trabajo.
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TABLA VI.9.- RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLO

AUXINAS (1.5 mg/1)

AIA ANA 2,4-D

CITOCININAS - - +
(0.2 mg/1)

EFECTO DE LAS COMBINACIONES DE AUXINA/CITOCININA
PROBADAS EN MEDIO MS CON INOCULOS DE HOJA DE
Iresine lindenij INOCULADOS EN OSCURIDAD,
REALIZANDO LA EVALUACION A LAS 4 SEMANAS.

42



En el caso de Amaranthus sp. (Tabla VI.10), en indculos de
hoja incubados en la oscuridad, se observd que las combinaciones'
que indujeron formacién de callo fueron 2,4-D/KIN, asi como,
2,4-D/BAP, probando concentraciones de 2.0 vy 0.2 mg/1
respectivamente. En este caso, las caracteristicas de friabilidad
¥ coloracién en el callo, fueron importantes para determinar que
la combinacién 2,4-D/BAP era la mejor.

Se observaron también respuestas interesantes en cuanto a la
formacién de raices con las combinaciones AIB/KIN y AIB/BAP,
siendo en esta ultima donde se desarrollaron en mayor
proporeién, mientras que, en los demas tratamientos no se abservéd
ninguna respuesta.

Con Bougainvillea qlabra , se indujo formacién de callo con 4
diferentes tratamientos {(Tabla VI.11i), 2,4-D/KIN y 2,4-D/BAP, asf{
como, Picleram / KIN y Picloram / BAP, probando también
concentraciones de 2.0 y 0.2 mg/l1 respectivamente. En este caso,
en el fenotipo rojo fue donde se observé la mayor respuesta a la
produccién de callo, siendo estos, friables y con coloracién en
todas las combinaciones mencionadas. Las respuestas a la induccién
de tejido calloso, tanto para el fenotipo amarille como para el
fenotipo blanco fueron similares, ya que aunque habfa produccion
de callo, el desarrollo de estos fue menor en comparacién con el
fenotipo rojo. Sin embargo, el callo formado por el fenotipo
blanco era mas friable que el del fenotipo amarillo. Precisamente
con base en estas caracteristicas de friabilidad y coloracién en
los callos, se seleccioné la combinacién con 2,4-D/BAP como la mas

apropiada.
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CITOCININAS
(0.2 mg/1)

TABLA.VI.10.- RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLO

ZHR

U > w

AUXINAS (2.0 mg/l)

AIA ANA 2,4-D AIB Pic

EFECTO DE LAS COMBINACIONES AUXINAS/CITOCININAS
PROBADAS EN MEDIO MS CON INOCULOS DE HOJA DE .
Amaranthus sp. INCUBADOS EN OSCURIDAD, REALIZANDO
LA EVALUACION A LAS 4 SEMANAS. .

+ = CON FORMACION DE CALLO
= = SIN FORMACION DE CALLO
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TABLA -VI.1ll.- RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLO

AUXINAS (2.0 mg/l)

AIA ANA 2,4-D AIB Pic.
X -
T -
N - - + + - +
CITOCININAS
(0.2 mg/1) :
- B
A - - + o+ + o +
P

EFECTO DE LAS COMBINACIONES DE
AUXINAS/CITOCININAS PROBADAS EN MEDIO MS CON
INOCULOS DE BRACTEAS DE Bougajnvillea glabra
EN OSCURIDAD, EVALUANDO A LAS 4 SEMANAS.

+ = CON FORMACION DE CALLO
- = SIN FORMACION DE CALLO
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Ilker, (1987) reporté que los dos pasos mis importantes en el
desarrollo de cultivos celulares productores de pigmentos incluyen
31} seleccidn continua de lineas celulares altamente productoras y
2) el control de la concentracién de los reguladores del
crecimiento. La variacién en la produccién de pigmento en el callo
puede detectarse facilmente a simple vista y el primer punto se
puede llievar a cabo seleccionando y propagando las células de
callo altamente coloreadas. En cuanto al segundo punto, el mismo
autor indica que como una generalizacién, solo 2 tipos de
reguladores del crecimiento, auxinas y citocininas, son necesarias
para el desarrollo celular y la formacisn de pigmentos en cultivo.
£n lous experimentos del presente trabajo se logré la induccién de
tejido calloso con coloracisn en todos los casos, utilizando los

reguladores anteriormente mencionados.

6.2.~0PTIMIZACION EN LA CONCENTRACION DE AUXINA/CITOCININA.

A este respecto se sabe que la cantidad exacta de citocinina
requerida para la produccion de pigmento, depende de la
concentracidn de auxina. Sin embargo, coma los receptores de
auxina, no han sido determinados con certeza, no se puede decir
qué tipo de auxina es mas efectivo (Ilker, 1987). En los
experimentos realizados para la produccién de antocianinas con
cultivos de Vitis (Yamakawa, 1983) se observé que a una

concentracién de 0.6 mg/l de cinetina y 0.01 mg/l de 2,4-D, se
estimulaba la produccién de pigmento, pero esta se inhibta cuando
se utilizaba la misma concentracién de 2,4-D y la concentracién de
cinetina aumentaba a 2.0 mg/1. Esto muestra que 1los efectos de
auxina y citocinina, tienen gue ser tomados en cuenta en relacién
uno con otro, es decir, el efecto de 2,4-D depende de la
concentracién de cinetina y viceversa.

En la tabla VI1.12, se muestran los resultados correspondientes

a Iresine lindenii en indculos de hoja, incubados en luz vy

oscuridad, para encontrar la concentracién optima de 2,4-D/KIN

para el desarrollo de tejido callosa. La mayor produccién de
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biomasa, as{ como, la obtencién de callo friable y con. coloracién
se obtuvo a una concentracion de 0.5 mg/1 de 2,4-D y 0.1 mg/1 de
KIN, cuando el material se incubé en oscuridad. Se observé que
cuando aumentd o disminuyé la concentracién tanto de auxina como
de citocinina, la produccién de callo era afectada. De igual
manera cuando el material se incubsé en 1luz, la mayoria de los
tejidos se necrosaron y en los que hubo respuesta el callo no era
friable, la coloracién del mismo fue minima, ademas de una
pobre produccién de biomasa.

Para Amaranthus sp., en indculos de hoja incubados en
oscuridad, se observé induccién de tejido callosas friable y con
mayor produccién de biomasa en concentraciones de 1.5 mg/! de
2,4-D y 0.2 mg/l de BAP (Tabla VI.13). En este caso no se
observaron =zonas de coloracién en el callo. Nuevamente fue
evidente el efecto de la concentracién de los requladores del
crecimiento sobre el desarrolle del callo y la produccién de
pigmento. Se obtuvieron respuestas wminimas en las otras 7
concentraciones probadas Yy no hubo respuesta cuando la
concentracion de  2,4-D y BAP fue de 0.5 y 0.05 mg/l
respectivamente.

En Bougainvillea glabra con inéculos de bracteas para los
fenotipos blanco y rojo, incubados en 1luz y oscuridad (Tabla
V1.14), se observé produccién de tejido calloso y desarrallo de
biomasa a concentraciones de 1.5 mg/l de 2,4~-D y 0.2 mg/l de
BAP. Es importante hacer notar que aunque se observé respuesta en
el fenotipo blanco a la concentracién mencionada, ésta no fue
buena, en comparacién con la respuesta observada fpara el fenotipo
rojo, donde los callos eran friables y con coloracién. Tambien al
igual que en los dos biocensayos anteriores, la respuesta fue
minima en los demas tratamientos y nuevamente no se abservé
respuesta en la concentracién mas baja probada que fue de 0.5 mg/l
de 2,4-D y 0,05 mg/l de BAP para ambos fenotipos y para el
fenotipo blanco tampoco hubo respuesta a la concentraciéon mas alta

probada que fue de 3.0 y 0.5 mg/l de 2,4-D y BAP.
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TABLA VI.12.- RESPUESTA A DIFERENTE CONCENTRACION
DE REGULADORES

2,4-D

‘Img/l 0.0 0.5 1.0 2.0 5.0
L [ o L o L o |L o

R [ - - + + + + + + + +
0.0 (N | - + + + + + |4 [ [+
cq + - - + - + - - - -

R} - - + + + + + + +
0.05 IN | + - + - L L A e E
c| - - - + + - - - -

R | - + + + + + + + + +
0.1 N | + - |+t ] - + e o R EaE O L
c| - + + J++ |+ + - - - -

R | - - + + + + + + + +

0.5 (N] + + + + J++ |+ [+ + [+ 4+ [+ + 1+ +
c - - - - - - - _ - -

R} - - + _ + + + + + +

1.0 N |+ + |+ [++ [ F [++ ]+ {(++ 1+ + |+ + |+ +
c | - - - - - - - - - -

EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES DE 2,4-D/KIN PROBADAS EN MEDIO
MS PARA INOCULOS DE HOJA DE Iresine iindenii, INCUBADOS EN
LUZ Y OSCURIDAD. REALIZANDO LA EVALUACION A LAS 4 SEMANAS.

R = RESPUESTA N = NECROSAMIENTO
+ = FORMACION DE CALLO + = NECROSIS

= = SIN FORMACION - = SIN NECROSIS
€ = COLORACION L = LUZ

+ = CON COLORACION O = OSCURIDAD

- = SIN COLORACION
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TABLA VI.13.- RESPUESTA A DIFERENTE CONCENTRACION
DE REGULADORES

2,4-D
mg/1 0.5 1.5
R - +
0.05 [N - -t
¢ - -
R + + 4
0.2 (N - -
o] - -
R + + +.
0.5 |N - - -
c - - -

EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES DE 2,4-D/BAP PROBADAS EN
MEDIO MS PARA INOCULOS DE HOJA DE Amaranthus gp. INCUBADAS
EN OSCURIDAD, REALIZANDO LA EVALUACION A LAS 4 SEMANAS.

R
+

+ 0

e

RESPUESTA

FORMACION DE CALLO

N
+

SIN FORMACION DE CALLO -

COLORACION
CON COLORACION
SIN COLORACION
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TABLA VI.14.~ RESPUESTA A DIFERENTE CONCENTRACION
DE REGULADORES

2,4-D
mg/l 05 1.5 3.0
B R B R B R
L jojL |0 |L jO0 |L |0 |L |(O {L |O
Ri= |= j= |= |+=]4=]4=|+ |~ |~ |+=|+
0.05 [N|+ |= |+ |= [+ [- |+ |~ [+ |- [+ [~
cl= |- [+=]|+ |- [~ |+=1+ |- [~ |*+=|*+
R+ {+=|+ [+ [+ |+ [++]++]|+=]+=|+ |+
0.2 NI+ = 14 |- j4=]= [+ |= |+ |- [+ |~
cl= 1= J+=|+ |= i~ [+=|+ |- |- [+~
Rl+ |+-{+ |+ |+=]|+=|+ |+ |- |- |+ |+
0.5 [N+ |= 1+ |- |+ |- [+ |- |+ |+ |+ |-
cj= [+ [+=|+ [~ |- {+=|+ |- [~ [+~|+

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE 2,4-D/BAP EN MEDIO
MS CON INOCULOS DE BRACTEAS DE Bougainvillea glabra
INCUBADOS EN LUZ Y OSCURIDAD PARA EL FENOTIPO BLANCO
Y ROJO EVALUANDO A LAS 4 SEMANAS.

R = RESPUESTA N = NECROSAMIENTO
+ = FORMACION DE CALLO + = NECROSIS

- = SIN FORMACION DE CALLO - = SIN NECROSIS
C = COLORACION L = LU2

+ = CON COLORACION O = OSCURIDAD

~ = SIN COLORACION

B = BLANCA

R = ROJA
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6.3.~-RESULTADOS DEL ANALISIS QUIMICO DEL PIGMENTO.

En los extractos obtenidos se observé degradacion del
pigmento con el tiempo, lo que se vié reflejado como pérdida de
coloracién roja y aparicién de coloracién café en las muestras.
Esto concuerda con lo reportado por von Elbe et.al. (1974), donde
también observéd la pérdida de coloracién en diferentes soluciones
de betanina. Ahora se sabe, de la presencia de una enzima
decolorasa que degrada a las betacianinas. Lashley y Wiley (197%),
reportaron que la enzima se encuentra en la porcién interna de la
pared celular. Debido a ésto se pensé en calentar los extractos a
una temperatura tal que inactivara la enzima pero que no fuera un
tratamiento tan drastico gue degradara las betalainas ya que su
estabilidad se afecta por calentamiento. De esta forma se logré
determinar que era posible calentar los extractos en bafo Maria a
80°C, durante 2 minutos, conservandose éstos hasta por un mes, sin
concentrar, a una temperatura de S °C. Una vez lograda la
estabilizacién del pigmento, se obtuvieron los espectros de
absorcién del material vegetal fresco para Iresine lindenii (Fig.
VI.11) observandose una X max. a 539 nm. También se obtuvieron los
espectros de Bougainvillea glabra, para el fenotipo parpura (Fig.
VI.$12) con una X max. a SS1 nm, para el fenotipo rojo (Fig. VI.13)
con una A max. a 539 nm y para el fenotipo amarillo (Fig. VI.13)
con una A mAx. a 478 nm.

Estos datos coinciden con los reportados por Piatteili vy
Minale (1944), quienes hicieron el analisis de betacianinas en 37
especies vegetales del Orden Centrospermae, entre las que se

encuentran las especies del presente estudio.
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Fig. V1.1t = Espactro de obsorcioh de betocianinas , obtenido de material in-yivo de
Iresine _Lindenil,
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&6.4.-EFECTO DE LA LONSITUD DE ONDA BOBRE LA SINTESIS DE PIGMENTO.

Los bipensayos correspondientes para esta etapa se plantearon
con el proposito de observar de qué manera las diferentes
longitudes de onda, podian afectar la induccién de tejido callosao,
ast como, el efecto sobre la produccién de biomasa. En ambos
casos, la coloracién en el callo fue un aspecto importante a
considerar. Esto es, ver si con la induccién de callo habia
produccién de pigmento, o si una vez desarrollados los callos se
lograba inducir o aumentar la sintesis del pigmento incubandolos
en diferentes longitudes de onda. En el caso de Iresine lindenii y
Bougainvillea gqlabra, se obtuvieron callos que presentaban
coloracién cuando el material se incubé en condiciones de
oscuridad (que era el lote control en tados 1las casos). Sin
embargo, la sobrevivencia de los callos durante los subcultivos
fue un punto critico para poder 1llevar a cabo los experimentos
correspondientes, ya que el tiempo de vida media de los callos era
de solo 4 semanas. Se observd, el necrosamiento del callo
independientemente de la longitud de onda en la cual se incubara
el material. Incluso con el material incubado en oscuridad se pudo
apreciar un punto maximo en la produccién de tejido calloso a las
4 semanas y posteriormente la pérdida gradual de friabilidad vy
coloracién, para finalmente producirse el necrosamiento del callo
a la semana siguiente.

Debido a esto, se tuvo que seguir trabajando unicamente con
los callos de fAmaranthus sp. En la Tabla VI.15, se muestran los
resultados correspondientes de respuesta a la induccién de callo y
produccién de biomasa, tanto para inéculos como para tejido
calloso incubados a diferentes longitudes de onda. Se observé que
hubo una respuesta a la produccién de callo del 80 % cuando el
material se incubé en luz naranja (480-490 nm), al igual que en
luz amarilla (435-480 nm). Asi mismo, la menor respuesta se
observe en los inéculos incubados en luz azul (580-595 nm), siendo
esta del 40 % . Sin embargo, el porcentaje de respuesta a la
induccién de callo mas alto que fue del 90 % . se observé en
condiciones de oscuridad que era el lote control.
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TABLA VI.15.~ RESPUESTA A LA LONGITUD DE ONDA

LONGITUD DE |RESPUESTA |PESO FRESCO | COLORACION

oNDA (%) (9}
ROJO 70 9.20 -
NARANJA 80 7.16 -
AMARILLO 80 4.14 -
VERDE 60 8.26 -
AZUL 40 8.77 -
OSCURIDAD 90 4.90 -
(CONTROL}

EFECTO SOBRE LA INDUCCION DE CALLO Y PRODUCCION DE
BIOMASA, EN INOCULOS DE HOJA DE Amaranthus sp.,
EVALUANDO A LAS 4 SEMANAS.
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En cuanto a la produccién de biomasa, esta se midié como peso
fresco del callo, observandose la mayor produccién de biomasa
cuanda los callos se incubaron en luz roja (8490-560 nm) y la
menory cuando se incubaron en luz amarilla (435-480 nm}.

Cabe recordar que, son minimos los estudios realizados en
cuanto a las condiciones de iluminacién para la sintesis de
pigmento en cultivo.

Con base en estos resultados, los callos de Amaranthus sp. se
incubaron posteriormente en luz roja, con el fin de inducir un
incremento en la produccién de  biomasa vy posteriarmente
utilizarlos para los experimentos con manipulaciones del medioc de
cultivo, )

6.3.~MANIPULACION DE LOS NUTRIENTES DEL MEDIC DE CULTIVO.

Los nutrientes desempefian un papel importante tanto para el
crecimiento celular como para la produccidn de metabolitos
secundarios. De tal forma que los mecanismos de caonsumo de
nutrientes por células vegetales, tienen importantes consecuencias
sobre la velocidad de crecimiento y productividad celular (Staba,
1980) .

Existen diversos trabajos acerca de 1los efectos del
suministro de nutrientes sobre la sintesis y acumulacion de
metabolitos secundarias, donde el efecto de los nutrientes ha sido
asociada con una alteracion en la velocidad de crecimiento de las
células cultivadas, aunque los mecanismos de regulacisn no sean
aun claros.

Lindsey, (1985} (citado por Jaramillo, 1990) propone, que el
efecto de los nutrientes sobre la actividad metabélica secundaria
puede actuar alterando la actividad de las vias netabdlicas
primarias. Desde un punto de vista practico, la manipulacién de
los nutrientes permitiria variar la velocidad de divisién celular
que induciria 1a sintesis del metabolito deseado.

£n los callos de Amaranthus sp., no se ohservé sintesis de

pigmento con los experimentos anteriores, por eso se planteé hacer
la manipulaciéen de los nutrientes del medio y al mismo tiempo
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estudiar el efecto de la luz, incubando el material en luz blanca,
en luz roja (por ser la longitud de onda en la que se produjo,
incremento en la produccién de biomasa) y en oscuridad (que fue el
lote control en todos los casocs), para tratar de inducir la
sintesis de pigmento.

El calculo de la concentracién de pigmento en el callo se
hizo de acuerdo a la curva tipo para betalainas (consultar el
apéndice) obtenida de betabel, (Beta-vulgaris), debido a que esta
especie sintetiza tanto betacianinas como betaxantinas, calculada
con base en el coeficiente de extincién molar y leyendo al

espectro a 540 nm en todos los casos.

6.5.1.-EFECTO DE LA CONCENTRACION DE FOSFORO.

El fésforo es importante como parte estructural de compuestas
tales como acidos nucleicos y fosfolipidos. Ademas, el fosféro
desempefia una funcién indispensable en el metabolismo energéticos;
la elevada energia de la hidrolisis del pirofosfato y diversos
enlaces de fosfato orgénico, se utilizan para impulsar reacciones
qQuimicas. De aht la importancia de probar diferentes
concentraciones de la fuente de fésforo en el medio para inducir
la sintesis de pigmento.

En este bioensayo, cuando el material se incubé en luz blanca
(Fig. VI.15), se ohservé que la mayor concentracién de pigmento
fue de 0.46 mg, a una concentracion de KHzPO« de 170 mg/l, con un
desarrollo celular de 4.3 g. Con el material incubado en luz roja
(Fig VI.16), se aobservé que la produccion de pigmento se
1ncrementé a 0.80 mg, nuevamente a 170 mg/l de KH2POs con un
desarrolloc celular de 2.12 g. En los resultados correspondientes
para oscuridad (Fig. VI.17), se observé produccion de pigmento de
0.73 mg a concentracién de 100 mg/1l de la fuente de fésforo, con
un desarrollo celular de 4.97 g, siendo en 1luz roja donde se
obtuve la mayor produccién de pigmento a la concentracion de
fésforo que se utiliza en el medio MS. Sin embargo, tambien fue en
luz roja donde se observé el menor desarrollo celular. En este

caso, se esperaba obtener mayor desarrollo celular pero no fue
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FIG.VL.16.-EFECTO SOBRE LA ACUMULACION
DE PIGMENTO Y PRODUCCION DE BIOMASA,EN
CALLOS DE Amaranthus ap. EN LUZ BLANCA.
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Fi1G.VI.16.-EFECTO SOBRE LA ACUMULACION
DE PIGMENTO Y PRODUCCION DE BIOMASA,EN
CALLOS DE Amaranthus sp. EN LUZ ROJA.
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DE PIGMENTO Y PRODUCCION DE BIOMASA,EN
CALLOS DE Amaranthus sp. EN 0SCURIDAD.
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ast. Esto se debe a que existe una relacién inversa entre la
sintesis del metabolito y la produccién de biomasa, es decir, si.
hay incremento en la sintesis de pigmento disminuye la produccién
de biomasa y viceversa, si disminuye la sintesis de pigmento hay
incremento en la produccién de biomasa.

En el trabajo realizado con rultivos de Vitis (Yamakawa,
1983), observé que el desarraollo celular aumenté
significativamente con el incremento en fosfato, mientras que, la
cantidad de antocianina disminuyé en altas concentraciones de
fosfato. Sin embargo, con Amaranthus sp., el mayar desarrollo
celular se obtuvo en una baja concentracién de fosforo, mientras
que, la sintesis de pigmento aumenté a una concentracién

intermedia de fosforo.

6.5.2.-EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CALCIO.

Con el material incubado en 1uz blanca (Fig. VI.18), se
ahservé una produccion de pigmento de 0.41 mg a una concentracién
de 330 mg/l de CaClz, con un desarrollo celular de 3.1 9. En luz
roja (Fig. VI.1%), se obtuvo producciéen de pigmento de 0.74 mg
nuevamente con 330 mg/l, can un desarrollo celular de 2.8 g.
Finalmente en oscuridad (Fig. V1.20). se observe que la sintesis
de pigmento fue de 0.41 mg, con desarrollo celular de 3.2 g. El
tratamiento con luz roja, fue el que indujo mayor sintesic de
pigmento a la concentracién de cloruro de calcio utilizada en el
medio MS. También en este bisensayo, se obtuvo el menor desarrollo
celular a la concentracién gue indujo incremento en la sintesis de
pigmento, a pesar de gue el material fue incubado a la longitud de
onda que producia mayor biomasa.

En este caso, el incremento en la sintesis de pigmento puede
atribuirse entonces al efecto de la concentracién del cloruro de
calcio. Cabe recaordar que el movimiento de iones y su transporte a
través de membrana, implica problemas particulares, debido a que
generalmente laos 1iones presentan muy baja permeabilidad. Las
fuerzas que actuan sobre iones que incluyen gradientes de

potencial eléctrico, o gradientes de potencial de carga, son de
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F1G.VI.18,-EFECTO SOBRE LA ACUMULACION
DE PIGMENTO Y PRODUCCION DE BIOMASA, EN
CALLOS DE Amaranthus sp. EN LUZ BLANCA.
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FIG.VI.18,-EFECTO SOBRE LA ACUMULACION
DE PIGMENTO Y PRODUCGION DE BIOMASA, EN
CALLOS DE Amaranthug gp. EN LUZ ROJA.
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suma importancia, porque sus movimientos estan influidos tanto por
distribucién de carga como por concentracién. Ademas el movimiento.
de un ion influye automaticamente sobre el patrén de carga del
sistema, de modo que el movimiento de otros iones se ve afectado
sin  importar el signo de sus cargas. En consecuencia, el
maovimiento activo de iones puede llevarse a cabo por la generacién
de gradientes eléctricos y viceversa. Ademas de los iones, se
presenta el trasporte activo de otras sustancias. Los azucares Yy
otros compuestos organicos para los cuales las membranas son
relativamente impermeables, son absorbidas. El transporte activo
ocurre a través de muchas membranas intracelulares, hacia adentro
y hacia afuera de mitocondrias, cloroplastos y otros organelos,
ast como a través del reticulo endoplasmico. Actuando tal vez de
este modo sobre las diversas rutas metabélicas, inducienda la

sintesis del pigmento.
6.5.3.~-EFECTD DE LA CONCENTRACION DE LA RELACION CARBONO/NITROGENO

La fuente de carbano mas importante para la obtencién de
energia por células vegetales en cultivo, es la sacarosa, mientras
que el nitrato, es la fuente de nitrégeno que mas facilmente
absorbe la planta. El1 suministro de nitrégeno es sumamente
importante por ser wun constituyente de protetnas y acidos
nucleicos. Mediante la entrada de sacarosa en el metabolismo
respiratorio se obtiene energia por una parte, e intermediarios
para el metabolismo de sintesis por otra.

Las 1lineas principales del metabolismo del carbonoc vy el
nitrégenc constituyen conjuntamente la totalidad integrada de 1la
fotosintesis, fotorrespiracién y respiracién.

En el presente bioensayo se observé que en luz blanca (Fig
Vi.21), 1la produccion de pigmento fue de 0.91 mg, en la
concentracién de sacarosa (0.040 M) mas baja probada y una
concentracion relativamente alta de NHsNOs (0.120 M). E1
desarrollo celular fue de 2.5 g. En este caso, el desarrollo
celular mas bajo (1.0 g) se obtuvo en la concentracién mas alta

(0.300 M) de sacarosa. En luz roja (Fig VI.22), la produccién de
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pigmento fue de 0.71 mg, en concentraciones intermedias de
sacarasa (0.090 M) y de NHeNOz (0.060 M), con un desarrollo
celular de 5.1 g, que fue el valor mas alto obtenido. Nuevamente,
el menor desarrollo celular se observé en la concentracién mas
alta de sacarosa. En oscuridad (Fig VI.23), se observé una
produccién de pigmento de 0.86 mg, en una concentraciéon de 0.300
M de sacarosa y 0.120 M de NH4NOs. El desarrollo celular fue de
1.16 g.

El medio utilizado en éste bioensayo, contenta ion amonio Yy
ion nitrato en proporcién molar de 1:1 . Se observé, en términas
generales que el efecto de la concentracién de sacarosa dependié
de la concentracién de nitrégeno.

Yamakawa (1983), reporté que en las mas bajas concentraciones
de sacarosa (0.040 ¢ 0.090 M) y la mas baja concentracién de
nitrogeno se producia la cantidad mas alta de antocianinas. Sin
embargo, cuando los callos se incubaron por mas tiempo en
presencia de 0.06 M 6 0.12 M de nitrégeno, con una alta
concentracién de sacarosa (0.300 M) se producta incremento en la
produccién de antocianinas.

De acuerdo con lo anterior, en Amaranthus sp., se obtuvo 1la
mayor produccién de pigmento también en la concentracién mas baia
de sacarosa pero a una concentracién relativamente alta de

nitrégeno, cuando el material se incubé en luz blanca.
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6.5.4.~EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NaCl.

En luz blanca (Fig. VI.24), la produccién de pigmento fue de
0.52 mg 2 una concentracién de £.5 % de NaCl , que fue 1la
concentracién mas alta probada. En este caso, &1 desarrollo
celular fue de 1.3 g. En luz raja (Fig. VI.25), la produccisén de
pigmento fue de 0.96 mg a una concentracién de 0.1 % de NaCl, que
fue la concentracidén mas haja probada. El desarrollo celular fue
de 4.4 g. Estos valares son los mas grandes, tanto para stntesis
de pigmento, como para produccién de biaomasa, obtenidos en este
bipensayo. En oscuridad (Fig. V1.24), la produccién de pigmento
fue de 0.70 mg a una concentracidén de 1.0 Z de Nall con un
desarrnllo celular de 1.4 g.

El estres salino influye sobre la sintesis de betacianinas,
dado que 1los agentes empleados para inducir tales condiciones,
madifican el estado termodinamicao del agua, mismo que es mas
importante gue la cantidad de agua dispanible. El cloro y el sodia
son dos de laos iones que causan problemas aamdticos y que
presentan una especificidad iénica téxica (Fitter, 1987 citado por
Velazquez, 1990). El efecto gue estos iones tienen sobre el
metabolismo celular, es por una competencia en la interaccion de
los mismos, es decir, el transporte mediado por competidores, por
ejemplo, Na y K & Na y Cl . Entre otros mecanismos es
posible mencionar el ajuste asmético, durante el cual las células
vegetales aumentan el caentenido de solutos, por sintesis o por
transporte de ianes y metabolitos al interior de las cdélulas, con
la que lagra un potencial menor al de los soclutos y por
cansiguiente tienden a absorber agua (Fitter, 1987 ° citado por
Velazquez, 1990).

Se cbhservd que la mayor produccién de pigmento se logré en la
cancentracién de NaCl mas baja probada y esto pudo ser
influenciado por las caracteristicas de toxicidad iénica que
praovaca el cloruro de sodia, mas gque por el estres hidrico que
prodice el mismo. Sin embargo, en las otras condiciones de
incubaciéon (luz blanca y oscuridad), la produccion de betacianinas

se obtuvo en altas contentraciones de NaCl.
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FIG.VI.26.-EFECTO SOBRE LA ACUMULACION
DE PIGMENTO Y PRODUCCION DE BIOMASA,EN
CALLOS DE Amaranthus sp. EN OSCURIDAD.
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6.5.5,-EFECTO DE LA CONCENTRACION DE MANITOL.

En luz blanca (Fig, VI.27), la praduccién de pigmento fue de
0.54 mg, a una concentracién de 17 7 de manitol, que fue la
concentracién mas alta probada, observandose un desarrollo celular
de 2.8 g. En luz roja (Fig. VI.28), se obtuvo una produccién de
pigmento de 0.69 mg, nuevamente a la concentracién de manitol mas
alta (17 %), con un desarrollo celular de 1.7 g. En oscuridad
(Fig. VI.29), se observé que la produccién de pigmento fue de 0.70
mg, con una concentracién de 17 % de manitol y un desarrollo
celular de 0.9 g.

En este bicensayo observamos que la mayor concentracion de
manitol, fue la que indujo incremento en la sintesis de pigmento
en las diferentes condiciones de cultivo, sin embargo, en
oscuridad fue donde se obtuvo la mayor produccién de pigmento,
aunque también e} menor desarrollo celular.

Diversgs autores como Elliott (1979), Mabry {1980) Y
Piattelii y Minale (19464), han advertido que las variaciones en la
concentracion de betacianinas en los tejidos vegetales, observados
a lo largo de sus experimentos, son el resultado de la variacioén
de diversos factores, teniendo el agua un papel importante entre
estos. Debido a que el manitol es un azucar, al agregarse al medio
en grandes cantidades se produce un gradiente osmético, donde se
crea un flujo de agua de la regién de alto potencial (célula
vegetal), hacia 1la regién de potencial mas bajo (medio de
cultivo), produciéndose un estres hidrico en las células vegetales

que provoca una respuesta hacia la formacién del pigmento.
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VII CONCLUSIONES

Se encontré que la respuesta a la induccién de callo es
favorecida por 2,4-D y KIN en Iresine lindenii y con 2,4-D y BAP
para Amaranthus sp. y Bougainviliea glabra.

La concentracién de auxina y citocinina afecta esta
respuesta, observandose un optimo para la produccién de tejido

calloso.

En general, se observéd que cuando el material se incubéd en
condiciones de oscuridad, se indujo formacién de tejido calloso

con coloracién.

También se indujo incremento en la produccién de biomasa
cuando los callos se incubaron en luz roja (490-560 nm).

Mediante la metodologia establecida en el laboratorio fue
posible hacer el analisis quimico de 1los pigmentos tanto del

material in-vive ceomo del material en cultivo.

En las manipulaciones can fésforo y calcio se obtuvo sintesis
de pigmento en las concentraciones empleadas para el medio MS (170
y 330 mg/l respectivamente), incubando el material en luz roja.

En la relacion carbono/nitrégeno la mayar sintesis de
pigmento se obtuvo en la concentracién més baja de sacarosa (0.040
M) con una concentracion de nitrégeno de 0.120 M, cuando los

callos se incubaron en luz blanca.
Cuando se empléaron agentes osméticos se observé que las

altas concentraciones de NaCl y Manitol indujeron incremento en la
sintesis de pigmento, incubando los callos en oscuridad.
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De todas las condiciones de cultiva la que dié wmejor
resultado para la sintesis de pigmento (0.946 mg) y produccién de’
biomasa (4.4 g) fue cuando el material se incubs en 0.1 % de NaCl

en luz roja.

En general, cuando se indujo incremento en la sintesis de
pigmento se observéd decremento en la produccién de biomasa, por lo
que, no siempre la mejor concentracién para ottencién de pigmento,

es la optima para obtener biomasa.
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APENDICE A. Componentes nutricicnales del medio de cultivo de
Murashige y Skoog (1962).

MACRONUTRIENTES. CONCENTRACION
(mg/1)
MgS0Os 7H20 370.0
NHeNOa 1650.0
KNOs : 1900.0
KH2POe 170.0
MICRONUTRIENTES,
HaBOs 6.2
InS0« 7H20 8.5
CuS0e SH20 0.025
K1 0.88
CoClz 6H20 0.025
NazMo0s 2H20 0.25
MnS0+s H20 16.9
VITAMINAS
Glicina 2.0
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCl (Bs) 0.5
Tiamina HCl (Bt) 1.0
Mio-inositol 100.0
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APENDICE B. Preparacién del Hipoclorito de Calcio.

Hipoclorito de Calcio 4.0 g
Agua destilada 100.0 ml

Disolver con agitacion constante y filtrar en papel.

APENDICE €. Preparacién del medio de Murashige y Skoog

concentracion de sales a la mitad.

con

Macronutrientes 50.0 ml
Micronutrientes 50.0 ml
Vitaminas 50.0 ml
CaClz 5.0 ml
Fe EDTA 5.0 mi
Sacarosa 15.0 g
Reguladores del crecimiento

Ajustar pH 5.8 * 0.1
Agar . 8.0 g

Aforar a 11

Esterilizar por 30 minutos en autoclave.
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APENDICE D. Curva tipo para Betalainas, obtenida de Betabel (Beta-
vulgaris).

Absorb.
2
Conc+{Abs-0.070)/1026 {-0.9722{BC 540 [nin A 480 am
\
Conc-| Lbs-o.oega)mm ~0.9793|BX 480 hm v
v
.
A 640 am
0.8 v
0.6 S / P34
o

o.;s A Vﬂ
e

[¢] 1 2 3 R 4 5 6 7
Conc x 10 {g/ml)

O Experlmental —¥- Calculada
¥V Experimental "% Calculada
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