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A RESUMEN = .

Ef cultivo de tejidos vegetales puede ser una alternativa en la
propagacién y mejoramiento de las especies vegetales, ademds de ser’un
“modelo itil para diversos estudios bioguimicos, fisiolégicos y morfolégicos.
En el presente trabajo se establecié [a metodologla para el estudio in vitro de
dos especies de Amaranto, A. cruentus y A. Aypochondriacus. Se obtuvo el
cultivo aséptico esterilizando las semillas de ambas especies y germindndolas
en condiciones de ascpsia. Como explante mds apropiado para (a induccién
de callos se efigicron las hojas cotiledonarias de plintulas de 7 dias
posgerminacion y se scmbraron en el medio bdsico SH adicionado con 2,4-D
(1.0 mgl') y BA (0.5 mgl), este medio fue también en el que se obtuvo mejor
respuesta para el mantenimiento y proliferacion de callos y células en
suspension de ambas especics. Ademds se establecid [a metodologia para [a
cuantificacién de la curva de crecimiento de callos y células en suspension, el
comportamiento que sc presentd en éstas fue de tipo  sigmoidal,
completindose para el cultivo de callos a los 27 dias y para (as células en
suspensién a los 21 dias. ‘El mejor pardmetro para medir [a cinética de
células en suspension fue el peso seco y en callos fue el peso seco y el peso
fresco.  Por otra parte se probaron diferentes combinaciones y
concentraciones fiormonales para obtener [a rediferenciacién de callos, asi se
obtuvieron brotes (organogénesis) a partir de callos de 2 meses de edad, ef
mejor medio fue el compuesto por el medio bdsico SH mds la adicion de BA
(0.5 mglt), asimismo se probaron diferentes medios en la elongacién y
enraizamiento de estos brotes, en este iiltimo sélo fue necesaria la presencia
de sales del medio bdsico SH sin hormonas. En el caso de embriogénesis
somdtica no se obtuvieron resultados satisfactorios. Por iiltimo se
establecieron satisfactoriamente [as metodologias para la cuantificacién de
diversos metabolitos (aminodcidos totales, amarantina, nitratos, proteinas,
reductores totales y sacarosa) excepto [a metodologin de las aminas
cuaternarias y profing, todas las técnicas que se usaron fueron
colorimétricas.  Como conclusion general se puede decir que quedaron
establecidas [as bases metodoldgicas para que las especies A. cruentus y A.




A ggacﬁmu[nacus ‘puedan ser usados como modelo bioldgico iitil para diversos

estitdios, ejemplo - morfogenéticos . (organogénesis,  floracion,
emﬁnagcncsrs), isioldgicos  (respuestas de las célulns al estrés y diversos

‘cslfmu[vs) asi comoeni (a mrcropropagacwu y mejoramiento de (a planta.




. ?recuentzmentc los ~paises en ({e:arm[[a przsentan praﬁ[emas
. nutricionales, esto se debe a que su dieta st campone bdsicamente. de semillas
y fortalizas, ocasionando que aun do ¢f aporte calérico sea cl adecuado,
sufran de mala nutricién, ya que fa mayor parte de estos cultivos no
- suministran todos los aminodcidos que necesita ¢l cuerpo (Marx, 1978).
Todo esto fa provocado que el fiombre busque nuevas alternativas para
solucionar el problemn alimentario. Desde face algunos afios se fia
comenzado a revisar entre los cultivos usados por los indigenas, cudles
podrian surgir como un recurso a nivel mundial, y el amaranto (Amaranthus
spp), junto con fa quinua (Chenopodium gquinoa) y el trigo sarraceno
(Fagopyrum spp), que forman los llamados pseudocereales (HuzinKer, 1943)
fan sido propuestos para este fin. En particular algunas especies de
Amaranthus tienen un alto wvalor nutritivo superior af de los cercales
comunes, ya que presentan una notable cantidad y calidad de proteina,
ademds de un alto valor caldrico, potencial agricola, industrial y econdmico
que podria ser utilizado para mejorar [a nutricién fiumana. Sin embargo, es
un cultivo en ef cual es necesario el mejoramicnto agrondmico para su
reintroduccion a gran escala (Feine, et al, 1979). El cultivo de tejidos
vegetales puede acelerar el proceso de mejoramiento y seleccion de plantas, ya
que actualmente se fia desarroflado una extensa gama de aplicaciones
prdcticas, entre [as cuales se encuentran: {a micropropagacién (Alurashige,
1979); rescate de [a variabilidad genética preexistente (Lopez, 1989), o bien
aumentar esta variabilidad, e incluso crearfa (variacion somaclonal) (Krizek,
1984); induccién de lineas celulares resistentes a afin tipo de estrés con (a
finalidad de regenerar plantas (Lopez, 1989); asiisino, estudiar fos procesos
celulares involucrados en las respuestas a algiin tipo de estrés de las plantas,
principalmente hidrico y salino (Bressan, 1982; Handa et al, 1982 y 1983;
Handa, S., et aL, 1983). Las técnicas de cultivo de tefidos vegetales son un
modelo perfecto para estudios de fendmenos morfogenéticos, ya que [a
caracteristica de totipotencia de lus células vegetales se puede aprovechar,
tebricamente es factible dirigir las respuestas morfogenéticas (Tran Thank
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mangjo adécua:{a de z[‘ fcrentcs combinaciones y
n ‘fhormonales y. olros fuctarc: ambientales y nutricionales.
L Por. otra parta el cultivo de callos'y de células én suspension ha ayudado en
S se[eccwn, eua[uacwn y . caracterizacion de fineas celulares y se fa
demostrado que las célulns acumulan una seric de sofutos orgdnicos de
manera~distinta “a lo largo del ciclo de crecimicnto, dependiendo de las
" Contdiciones-del medio- ambiente, fisicas y nutricionales. Sin embargo, es
necesario establecer o aduptar [as técnicas de cuantificacién de metabolitos
que.se han usado en otras especies o en plantas in vivo para el estudio in
o vitro del Amaranto, donde se requiere una mayor sensibilidad de (a técnica,
debido a las pequeitas cantidades de material (células) disponible. Existen
pocos . reportes  publicados sobre el crecimiento in vitro y respuestas
morfogenéticas en los miembros de [a familia Amaranthaceae, por (o que es
necesario todavia investigar y optimizar [os sistemas para el estudio in pitra
del Amaranto, ya que en recientes afios se fa estudiado a nivel agronémico
.. principalmente.

En el presente trabajo sc pretende colaborar al estudio in vitro del

" Amaraitto " estableciendo ‘s~ bases metodolégicas para el estudio

morfogenético y fisioldgico de callos y células en suspensién de A. cruentus y
A. Aypochondriacus.




de Amaranthus cruentus L. y A. Aypochondriacus

OBJETIVOS PARTICULARES:

1,

En esta investigacion se plantearon [os sigui

OBIETIVO GENERAL:

Establecer las bases metodolégicas para of estu

Establecer [ metodologa para el cultivo in: wtra de }’lm

cruentus L. y A, ﬁggocfum[nam: L.

1.1 Cultivo de callos.

1.2 Cultivo de células en suspensisn.
1.3 Cinéticas de crecimiento en callos,
1.4 Cinéticas de crecimiento de células en suspension.
1.5 Rediferenciacion del cultivo de callos por via oryarwgencm

1.6 Rediferenciacién del cultivo de callos por via emﬁnagénem.

Establecer la metodologia para cuantificar algunos metabolitos (o
solutos orgdnicos) en ef cultivo in vitro de Amarantfius cruentus L. _/

A. Aypochondriacys L.

2.1 Cuantificar la acumulacion de los siguientes - metabolitos:
aminodcidos totales, amaranting, aminas cuaternarias, glicina
betaina, proteinas, nitratos, reductores totales .y sacarosa,
durante el ciclo de crecimiento de callos y células en suspension
de Amaranthus cruentus L. y 4. fypochondriacus L.



REVISION DE LITERATURA

La semilla. de_amaranto fue uno de_fos alimentos bdsicos casi tar
riantecomo ¢l tiaiz, el frijol y (a-chita en [a época precolombina. Cerca de
20,000 Ton. de grano de amaranto eran el tributo anual al emperador Azteca
& Moctezunia (National Research Council, 1984; Granados y Lipez, 1986). ‘EL
snaranto, también [famado Yiuahutli’ o 'afegrla' formaba parte de su dieta.
" La plnta tierna (a comian como verdura i con [n.s semillas preparaban atole,

+.-tamales y dulce (Alejandre'y Gémez, 1986), ademds de ser un elemento capital
en la religion (TucKer, 1986). Cuando el Imperio Azteca fue invadido por los
conquistadores espafioles, éstos prohibieron el uso del amaranto, lo que lo
flevé al desuso, a pesar de fiaber sido la planta ceremonial mds importante
para [os Aztecas.

212  TAXONOMIA.

Desde ef punto de vista taxondmico la familia Amaranfitaceae, del
orden Caryophiyllales, se considera un grupo complicado. Se han intentado
diferenciar (as especies con base en [a pigmentacion de fa planta y por la
forma de crecimiento, pero debido a que [a pigmentacion es un cardcter
segregado entre poblaciones y dada (a plasticidad de [a forma de crecimiento
que depende de variables ambientales, este tipo de criterios no tiene validez
taxonomica (Mapes, 1986). EL género Amaranthius spp incluye todas las
plantas domesticadas; productoras de grano y hojas y las que Ran sido
utilizadas para [a extraccion de colorantes, para ornamento, y las malezas
mds comunes. ‘Este género contiene alrededor de 60 especies ampliamente
distribuidas en las regiones tropicales, subtropicales y templadas del mundo.
Ef Amaranto es una planta fierbdcea anual que puede llegar a medir entre
15 y 2 m. de altura, o bien puede ser postrada. Sus figjas son



peciolado-ovaladas y su color ast como el de los tallos va de verde a rojo, sus
inflorescencias son largas, terminales, indeterminadas o forman una panoja
piramidal. Los amarantos son mondicos y autofértiles, cada una de las cimas
de [a inflorescencia se inicia con una flor estaminada simple seguida por un
niimero indefinido de flores pistiladas, cada flor forma una capsulita que abre
transversalmente y contiene una semifla de entre 0.9 y 1.7 mm de didmetro
que va desde el color blanco hasta negro (National Research Council, 1984;
Alejandre y Gomes, 1986, 1986a; Granados y Lopez, 1986).

2.1.3  DISTRIBUCIONY ECOLOGIA.

El amaranto fia sido cultivado en gran variedad de ambientes, desde
tierras tropicales fiasta semidridas y desde ef nivel del mar fiasta afgunos de
" los lugares mds altos del mundo. Ademds los ecotipos fan desarrollados
tolerancia tanto a suelos alcalinos como deidos (National Research Council,
1984). Las zonas de Méxjco donde se le cultiva tienen caracteristicas
altitudinales muy contrastantes, pues [o mismo se encuentra a 100 msnm que
a 2,800 msnm (Sierra Madre Occidental; Llanura Costera del Golfo de
California y del Pactfico; Antiplanicie Mexicana; y Sierra Madre def Sur),
(Reyna, 1986). Latitudinalmente también se distribuye ampliamente de los
10° N a los 28° N (Reyna, 1986). En cuanto a temperatura, se fia observado
que [as plantas crecen mejor cuando los dias presentan temperaturas altas por
(o menos de 21°C. En México fian mostrado buen desarrollo en (ugares muy
cdlidos (29°C) y uniformes todo el afio como en Atoyac, Gro., huasta
localidades templadas como Tulyehualco y Milpa Alta con temperatura
media anual de 14°C, inviernos definidos y presencia de fhieladas tempranas
que afectan principalmente al follaje, pero poco a fa semilla (Reyna, 1986).
Las semillas requieren de un suelo muy fulmedo durante la germinacion y
establecimiento de [as rafces, una vez establecidas [as plintulas, (os
amarantos productores de semifla crecen bien con poca agua, de fiechio crecen
mejor bajo condiciones de sequia (desde 200 mun anuales) y condiciones
calurosas, por otro lado los amarantos utilizados como vegetales requicren
mds agua durante [a época de crecimiento (National Research Council 1984).



. En Mévico s cultiva en condiciones de temporal, aun en sitios con menos de
400 mm de: [fuvia af -afio, o bien, en zonas donde [a precipitacion es
- abundante supcn"or a fos 1,300 mm (Reyna, 1986). Respecto al suelo, las
plantas de amaranto para semilla requicren de sitios con buen drengje y
prefieren los suelos neutrales o bdsicos, en cambio los amarantos para
“fiortaliza crecen bien en condiciones especialmente dcidas. Ademds se fia

...-observado que cf amaranto crece bien en suelos con una alta variacion de

nutricntes; estas plantas absorben principalmente grandes cantidades de
nitrégeno (Grubben y Slote, 1979; National Research Council, 1984; Orea y
Trinidad, 1986), ef porcentaje de proteina se eleva couforme aumenta (a

o fertilizacion nitragennda alcanzando en fiojas valores del 27% y 16% en [a

~planta; completa- (Orea y Trinidad, 1986). También se obtiene respuesta
aungue menor, al aplicar fosforo como fertilizante (Morales, gt al, 1986;
Orea y Trinidad, 1986). ‘Existen algunas variedades que presentan tolerancia
- a-altas concentraciones de sal, alcalinidad, aluminio, etc. (National Research
Council, 1984). Las zonas actuales de produccién de amaranto en México
son.el Distrito Federal, Edo. de México y Morelos como los productores mds
_importantes, también se reporta su cultivo en pequedias superficies de
.=Michoacdn, Jalisco, Sonora, Chifiualfiua, Sinaloa, Durango, Guerrero,
+. Tlaxcala, Puebla y Oaxaca (Alejandre y Gémez, 1986; Reyna, 1986; Sdnchez
‘Marroquin, 1986).

214  FISIOLOGIA.

E[ amaranto es una de las especies no gramineas que realiza
fotosintesis por la ruta C,, lo que le permite mantener una tasa fotosintética
mds alta que las plantas que realizan fotosintesis por la ruta C, bajo las
mismas condiciones de déficit de agua y bajo una alta intensidad de luz y
altas temperaturas, produciendo de csta manera mds biomasa que las plantas
que fijan carbono en forma C, (Ciclo de Calvin) (Bidwell, 1979; Salisbury y
Ross, 1985; Reyna, 1986; Tucker, 1986). ‘Esta es una de {as razones por la
cual el amaranto puede ser un cultivo econdmicamente atractivo en regiones
calientes y secas donde otros cultivos no prosperan. Otra caracteristica de



a[gunos amarautas es que .mn scn.ﬂli[ 4 l'a [angtturf del dig en fa ﬂoracwn y

‘trasplantdndolo al campo’ (Espitia, 1986; Gomez, 1986). - Una wez

e cultivo no ha sido atin bien estudiada, pero [ eleccion depende del método
de cosecha, generalmente los cultivos de A. cruentus y A. fypocliondriacus
presentan 320,000 plantas/hia, sin embargo, es posible encontrar zonas con
una densidad desde 80,000 plantas/ha (National Research Council, 1984;
Espitia, 1986). Las siembras gctuales se estin Aaciendo con variedades
criollas, [as cuales presentan una alta variabilidad genética (Algjandre y
Gémez 1986a y 1986¢c). El rendimiento de grano generalinente va de 1,000 -
2,000 Kg/ha aunque algunas veces se fia llegado a un rendimiento de 6,000
Kg/ha (Weber, 1986), en cuanto a la produccion de fiojas (para verdura) va de
4-14° Tonfha. Sin embargo, se ha reportado tan alta como 40Ton/ha
(National Rescarch Council, 1984). EL ciclo de vida va desde plantas que

- maduran de los 2 hasta los 6 meses, aunque la mayoria [o fiacen a fos 5.2 ..~

meses.

2.1.6 PLAGAS YV ENFERMEDADES.

En las especies de amaranto se encuentran difercntes grados e
susceptibilidad a las plagas y enfermedades. La plaga de mayor importancia
en el cultivo de amaranto en México es ef barrenador de taflo de especie no
identificada, cuyo dafio puede ser bastante severo (Espitia, 1986). Otras
plagas son las chinches Ligus [ineolaris y ef barrenador de tallo Liyus
trunculatus, ademds de plagas secundarias como Hymenia recurvalis, Cletus

1m{zrectamcnta pasanr[o primero _por - un a[mactgo Yy posteriormente. -

establecido el cultivo, su mantenimiento es relativamente facil. La densidad



sp..y Aspavia’ sp.,"junto. con fos nemdtodos szaii(bgine' incognita y
" Nacobbus aberrans (Garcia,” 1967;" Grubben 'y Sloten,  1979; National
“Research Council, 1984; Espztm, 1986; .Santaamz y Marban, 1986). Entre

Aas principales enfermedades se encuentran:: (. pm{néx on de cuello causadn

por el complejo e fiongos Fusarium sp, Pythium sp y Rhizotocria sp; la
. eausada por Pythiun aphanidermatim; y lara Ja blanca causa:{a por Albugo
_tz[_lgg, entre otras (Gareiu, 196, 7L

: fz.1.7, COMOSICIOQ\L?'I.SICZD’Q'UIMICXDE
o SEMILLAS Y HOIAS.

-Las especies de amaranto pertenecen al grupo de los pseudocereales, con
este nombre se designan a fas semillas de plantas dicotiledéneas ricas
principalmente en fRarina, pero también en protefnas. Las semillas de
‘amaranto presentan alrededor de 16% de proteinas, [o cual se puede comparar
-con: fas variedades convencionales de trigo (12-14%), arroz (7-10%), maiz
(9-1096), ‘entre otros (National Rescarch Council, 1984), pero [o nds
importante es [a calidad poco usual de su protetna, ya que tiene casi 2 veces el
contenido de lisina comparada con [a que se presenta cn otros cereales (arroz,
trigo, matz, etc) de fecho tiene tanta como fla leche, sin embargo, es
deficiente en leucina, pero este aminodcido es abundante en otras plantas
convencionales usadas como fuente de proteina (National Research Council,
1984). ‘El germen y salvado constituyen el 26% de la semilla; [a farina el
= -74%, muy similar al grano de trigo. ‘En {a fraccion germen-salvado, existe
concentracion significativa de proteinas, vitaminas, grasas y minerales. E[
germen contiene 30% de protefna y 20% de aceite, los granulos de almiddn
tienen una alta capacidad de absorcion de agua, por lo cual pucde tener
muchas aplicaciones en [a industria (National Research Council, 1984). Las
haojas de amaranto que son usadas para consuno fumano o forraje presentan
una notable cantidad de hierro, calcio, asi como niveles altos de protetnas,
(30% del peso seco), con niveles altos de aminodcidos esenciales: fisina y
metionina, ademds de ser una fuente de vitamina A, vitamina B, dcido
ascérbico, riboflavina, deido félico (National Research Council, 1984;
Sdnchez-Marroguin, 1986). Factores no nutritivos también se encuentran
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en el amaranto, ta[e.v como las saponinas, mﬁtﬁx:{arcs z{c tnpsma, tanmos,
: nitratos’y - oxalatos, pero en niveles similares. a los que se encuentran en
X [egumﬁres y granos comtinmente usados (National Research Couricily; 1984)
En las fojas de amaranto también altas concentraciones de amaraiting,
" éolorante” que pertenece al grupo de las Getalainas “que” producen el color
"'rojo-violeta en las Centrospermae, su estructura consiste ¢n uri éromatoforo,
‘uno ¢ mds fenoles adheridos a uno de los aziicares. La amarantina cs
sintetizada bajo diferentes condiciones tales como: reguladores de crecimiento
como [as citocinings, (uz y bajo cstrés hidrico. - La funcién de (a amarantina
en las plantas aiin no se ha establecido. . Las betalainas,. especialinente fas ..
betacianinas (incluye la amarantina) han recibido mucha atencién durante la-
iltima década debido a su amplio uso como colorante en fa_industria
alimenticia y con el fin de estudiar los factores que afectan. su’estabilidad,
tales comno el valor del pH, temperatura, ongcna, fuz y agua..- (CBcr[m, et al,,
1986; Von Elbe, 1986). :

2.2 CULIIVO DE TEJIDOS ‘VEG£T2L(ES

221 HISTORJA.

A principios del siglo XX Haberlandt por primera.vez tamé";n‘cﬁcnt‘a
[a totipotencialidad de las células vegetales y propuso que- el cultivo de -

tejidos vegetales (CTV) podria ser un modelo” adecuiifo para éestudiar [os™ Es

fendmenos de  morfogénesis, proporcionando  informacién sobre  [as
interrelaciones e influencias a las que estdn sometidos los vegetales, Durante
{as siguientes tres décadas, fueron pocos los progresos que se obtuvieron en ef
campo, A partir de 1934 se obtuvieron grandes avances en el desarrollo de
medios de cultivo, se incorporaron auxinas y vitaminas y se desarrollaron
metodolagias para ¢l cultivo de callos y drganos de muchas especies (Street,
1977). ‘En (a década de los 50 se [fevaron a cabo bastantes estudios cn
cuanto a los factores que controlan [a diferenciacion del tejido vascular, como
la influencia de [a relacién auxina-citocininas en el tipo e crecimiento y
morfogénesis (SRoog y Miller, 1967). A partir de la década de los 60 [as
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técnicas del CTV han tomado gran impety, lo que ha levado af desarrollo de
técuicas altamente. especialisadas para diferentes tipos de cultivo (Srganos,
células aisladas, células en suspension, callos, tejidos, embriones, protoplastos .
y crioprescrvacion).  Durante esta diltima décadn’ s han utilizado las
caracteristicas  y propiedades del cultivo en otras dreas ademds de [a
morfagénesis, tales como [a fisiologfa, biogutmica, genética, fitomejoramiento” *

y fisiologia vegetal (Thorpe, 1978), sin embargo, atin wo se fia obtenido ur' "~

= control perfecto de [a morfogénesis in vitro (Tran Thank Van, -1981), se::
menciona- que para esto no sélo es necesario estudiar partes y procesos -
aislados, sino unificarlos y obscrvar los diferentes comportamientos.

2.2 ESTABLECIMIENTO.

“Las metodologias en CTV se fan zfesnrra[[m{a gmm{cmentc, a.vl como
[a-tecriologin’ y variedades vegetales que sc han cultivado.  Virtualnente
: ~cun[qxiicr parte.de.la planta puede ser cultivadu in yitro con relativo éxito.
Sin embargo, [a eleccin del explante dependeria de [os propésitos especificos
de cada investigacion. Evans et al,, (1981) sefiala que [a edad fisioldgica y
antafagtca del explante pueden ser criticos en [as caracteristicas regenerativas
feniel grado. e diferenciacion. . También se fia mencionado que. [a
interrelacion: entre fas células, ef medio de cultivo y fa atmésfera pueden
modificar. los. patroncs morfogenéticos (Street, 1977; Thorpe, 1978).. Se han
establecido. 3 _estados en fa. seccuencia ‘e cstaﬁ[cczmwnto del "CTV.
(ﬂ[um.flilge, 1974):

arga:ws y Jcmas

1. Adaptacidn pau[ahrta
“eampo. :




Para cada una de [as etapas es necesario optimizar condiciones fisicas.
y fisiolégicas del explante, condiciones. fisicoquimicas del medio-y faciores
‘ambientales, ~ Ast. e explante que va a ser cultivado in vitro deberd ser
- 'provisto de varios.elementos.. La diferencia entre los medios nutritivos va'a *
“depender de (o fuente del explante y los resultados a los que se pretenda
< Mlegar, esta- seleccién - del medio  debe. determinarse  empirica y
“experimentalmente. La composicién de los medios de cultivo va a variar.en
fas” concentraciones de las sales minerales - (macro. -y microelementos),
“sustancias orgdnicas (vitaminas y aminodcidos), fitohormonas - (auxinas,
citocininas, giberelinas), fuente de carbono (sacarosa), otros derivados
orgdnicos (extractos y jugos) y antioxidantes (deido ascérbico, . carbon
-activado, etc.). Ademds de los factores quimicos antes mencionados, es
necesario optimizar factores fisicos como: p#H, luz (intensidad, cantidad 'y -
calidad), temperatura, y estado fisico del medio de cultivo (sofido, semiliquido
y liquido). Todos los reactivos usados deben tener wr: alto grado de purcza
(Q.P) para evitar alteraciones en la concentracion real empleada, ademds
todos los recipientes, instrumentos y material vegetal deberdn esterilizarse’al
igual que los medios de cultivo. Los métodos de cstmﬁaacwn mds frecuentes
son el calor fiimedo, ultrafiltracién y quimico.

223  FITOHORMONAS.

La mayoria de fos cultivos vegetales requieren para su desarrolla a.las
Sfitofiormonas u Rormonas, las cuales son substancias ‘quimicas sintetizadas
en.muy pequefias cantidades en cicrtos tejidos, y en ocas : '
otra parte del organismo donde ejercen su accion. Interviener en multiples
Sfenémenos fisioldgicos, bioquimicos y en cf desarrollo de fas plantas, ya sca
activando, infiibicndo o modificando algin proceso. - Las fitohormonas
pueden ser endégenas o sintéticas, actualmente se conoce ‘su ‘accion
cuantitativa mds que [a cualitativa durante la regulacién de (a morfogénesis.
Las fitofiormonas que se utilizan frecuentemente en el CTV son: [as auxinas,
citocininas y giberelinas.
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. Las auxinas-son compuestos formados por un grupo indol.  Todas las
plaritas sintetizan auxinas, principalmerite en sus partes. jévenes (dpices,

2 frutos; figjas en-desarralle, etc.). EL deido indolacético (ATA) es una auxing

enddgena, auxinas . sintéticas son el deido indolbutirico (AIB), dcido
naftalenacético (ANRA), dcido 2.4 diclorofenoxiacético (2,4-D), ctc. La

 “auixina tiene cfectos en el crecimiento ‘celular, esto sc debe al aumento

consecutivo de (a plasticidad en fo pared celular, causando [a relajacion de su
estructura de modo que posibilita el crecimiento plistico, provocando que se
deslicen las fibriffas de fa célula para que se agreguen otras nuevas, después
fiay una penetracion de agua que provoca que la célula se alargue, de esta
mancra actita la auxina sobre las paredes celulares mds que sobre mecanismos
gendticos o bioquimicos. (Bidwell, 1979; Goodwin y Mercer, 1986). ‘Tienen
efecto sobre [as sintesis del RNA y de proteinas indicando que durante el
proceso de crecimiento  es necesaria una continwa sintesis proteica.
Estimulan [a division celular en [as células de origen cambial que conduce a
las células a formur callo. Tiene accién en las reacciones de crecimiento
(tropismos) y en fas correlaciones entre drganos, en especial en el fenomeno de
dominancia apical. Retardn (a cafda de las figjas y los frutos. Tiene una
clara_accion rizdgena (SKoog y HMiller, 1967; JanKicwics, 1989; Goodwin y
Mercer, 1986). Una de las diferencias entre (as auxinas naturales y las

_ sintéticas, es que estas illtimas son mds estables debido quizé a que hay pocos

sistemas enzimdticos que fos atacan, por [o tanto se acumulan mds
fciluente e intoxican a la planta, Una dificultad para los experimentos con

“[as auxinas enddgenas es que son inactivadas muy rdpido en (a mayoria de los
tejidos. ‘El transporte de las auxinas es principalmente basipétalo, del dpice
‘facia fa Gasc de fa planta. (Bidwefl, 1979, Goodwin y Mercer, 1986;

“ JanKiewics, 1989). Ain no se conoce como actiia [a auxina, algunos

. investigadores fan manifestado [a existencia de receptores auxdnicos, ya sean

citoplasmdticos o de membrana. ‘Es posible que [a asociacidn auxina-receptor

dé como resultado la fiormona activa. (Goodwin y Mercer, 1986).

Las citocininas son compuestos derivados de [a adenina, se sintetizan
principalmente en las rafecs, se conocen 2 compuestos enddgenos: la zeatina
(Z) y el isopenteniladenina (IPA), los compuestos sintéticos mds usados son:
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[a cinetina: '{K)y [aﬁcnci[azfenina (BA). Las citocinings son muy activas y.
presentan numerosas acciones siendo [as principales: Un efecto en fa division
neste. -proceso son indispensables, pero incficaces en ausencia de’
[as dos se complementan, [a auxina favorece [a duplicacion del DNA "
“yla cztacmma face posible (o separacion de [os cromosomas. Un papel muy
. .¢faro en: [a organagénesis, en [a que brindan estimulacion considerable a fa ,
..formacién de yemas, y son antagonicas a rizogénesis. Favorecen [a sintesis
o st protefen, e Ran - observado - citocininas -en [a composicion - del. RNA _que::
.. participan-en esta sintesis, por otra parte protegen a los metabolitos de las
> acciones de las enzimas Ridroliticas. Este efecto causa un retraso de la
senescencia, Intervienen en la formacion de flores y frutos bajo ciertas
eircunstancias, probablemente inducen las. primeras fases. de enbriogénesis”
Soindtica, indute el transporte, acumulacion y reserva de metabolitos. (Wain
Y Fawcett, 1969; Bidwell, 1979; Tran Thanh Van, 1981; Goadwin y
i Mercer,  1986; JanKiewicz, 1989). EL transporte de las. citacininas . es
basipétalo y acropétalo, s mueven: con cierta lentitud campam(fa con. fas
auxinas y las giberelinas. :

Las giberelinas, se han encontrado en Rongos y en todas las plantas, se'-
producen en [as partes jovenes. Todas tiencn (a misma_estructura aniflada
bdsica derivada d¢ [a sintesis de los isopropendides.  Las giberelinas parecen .
sintetizarse en muchas partes de [a planta, pero mds especialmente en las
dreas en crecimiento activo. Las fuentes mds ricas y abundantes son fas -
rafces y frutos jévenes, especialmente semillas.” Sus principales acciones ew'el " o -
afargamiento de los entrenudos; sin' embargo; - esto” s6lo -afectaafgunas === ===
especies, en especial [as enanas que pueden lograr un tamaiio normal después
de una aplicacion de AG, ‘Esta accion también puede presentarse en los
pediinculos florales, (o que permite una precocidad o bien, inflorescencias mds
desarrolladas. ‘En el cultivo in vitro, [as giberelinas son activas en numerosos
meristemos que, en su ausencia, presentan un aspecto globulosos debido a [a
acumulacion de nudos. También favorecen [a siniesis de cenzsimas
fiidroliticas. Las giberelinas también actitan sobre [a cantidad de auxina que
frecuentemente aumenta, ya sea por estimulacion de [a sintesis o por
infiibicién de [as auxinas-oxidasas. Tiene una accion en {a floracion, en unas
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 especies mlixﬁzendo[a i ‘en otras estimuldndola. - También: actian. en el
" fesarroflo e frutos partenocdrpicos.” Intervienen. en fenomenos de liberacion
de o' dormancia’de semillas 4 y/0 yemas. En el campo de [a organogénesis, las

. giberefinas tienen accionés antagénicas: parece que se oponen-al fendmeno de

“ [a~desdiferenciacion, en’ el cultivo de tejidos podrin usarse esto en los

‘explantes organizados (meristcmos, dpices y yemas). (Tran Thank Van, 1981;
““Bidrrell, 1979; Salisbury, 1985; Goodrvin y HMercer, 1986; JanKiewicz,
+1989). Las giberclinas s¢ mueven con muchia rapidez a través de la planta sin
"= restriccion aparente.

; C‘UL’TI_’VO DE CALLOS.

:Los “callos son una masa amorfa de células que proliferan
tcantmunmente a partir de un explante. Hasta antes de la década de (os 60,
10 se conocia mucho de la génesis y desarrollo de este tejido, afiora se sabe que
es el resultado de [ actividad mitdtica de un grupo de células situadas en la
= superficie del cxplante.  Frecuentemente su composicion celular es

fi ctero;géuea, dependiendo del origen del explante, edad del cultivo, y
composicion del medio, siendo esto en afgunos casos, una caracteristica
indvseable en el CTV (Dodds y Reberts, 1982). Ademds pueden faber
diferentes tipos morfoldgicos de callos, éstos varian de acuerdo a la
apariencin exterior, textura, composicion celular. La pigmentacion del callo
~también - es- variable debido a fa presencia de clorofilas, carotenoides,
betalainas, flavonoides, etc., la clase y grado de pigmentacién se ve
generalmente afectada por factores nutritivos y ambientales, Ef cultivo de
callos presenta algunos inconvenientes debido a [a gran actividad mitética
dispués de periodos de tiempo fargos, estos cambios son sobretodo a nivel
nuclear ocurriendo poliploidia, disminucién del nimero de cromosontas,
aberraciones cromosémicas. La frecuencia de estos cambios citolégicos varia
de especie a especie (Quintero, 1985). Sin embargo, es necesario que se
conozean y entiendan las condiciones y controles involucrados con estos
cambios. La inestabilidad cromosémica de fas células en cultivo y fa
heterogeneidad celular son los principales obstdculos para el uso de callos en
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estudios morfogenéticos, biogquimicos, mejoramicnto, propagacion, etc, ' Nop
obstante los estudios con cultivos de callos fan (fevado al conocimiento de
algunos de los factores que son importantes para [a deterininacion. r[c[ patmn o
: x{e diferenciacion celular (Quintero, 1985). s

22,5 CULTIVO DE CELULAS ZNS‘ZLSQE&MSIOD\L
ZI[ cultivo de células en suspension se ofiticne directamente a pnrtlr de

“un “inéeulo  (meséfilo de figja, fragmento de cotiledén,” ectc) o bien,
transfiriendo un fragmento de callo al medio liquido ef cual se mantiene en

. agitacién constante (Narayanaswamy; 1977; Hureado iy Merino, 1987),
después de un periodo de tiempo el cultivo estard:compuesto por células
aisladas o de pequefios agregados celulares de. diversos- tamarios, fragmentos
residuales del indculo y reminiscencias de células muertas (Narayanaswanty,
1977; Dodds y Roberts, 1982), etc. El cultivo se-propaga transfiriendo
alfcuotas del cultivo a medio fresco, para {a mayoria de los cultivos la
densidad celular inicial estd entre 0,5 a 2.5 x 10° cel/ml. Los cultivos de
células en suspension generalmente son Reterggéneos, con células aisladns y
agregados celulares. La proporcion entre ambos, asi come su tamafio,
dependen de (o especie vegetal de [a cual se ha derivado ef cultivo, edad,
composicion del medio y condiciones ambientales. En [a mayoria de los
cultivos el 60% dt las células pueden estar aisladas o formar racimos de dos o
tres células. La forma de las células en un mismo medio de cultivo va desde
esféricas fastn cilindricas.  El riesgo de aftcraciones genéticas es.
potencialmente mayor en el cultivo de células en suspension que en ef de.
callos, pudiéndose originar euploidias o aneuploidias (Narayanaswamy,
1977) en el material cromosémico de las células. A partir de_células en
suspension puede inducirse [a formacion de embriones y drganos, aunque sélo’
se fia logrado en un wimero restringido de especies vegetales, principaluente
herbdceas. Ademds tambibn se ha usado el cultivo para ‘estudios de
bioquimica, fisiologia, etc.
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- wmpartamzcnta que prescnm s Crecimicnto,es t{pwizmcntc sggmatr&z[ (Strect,
" 1977; Dodds y Roberts, 1982). En el cultivo de tcju{as in vitro [as curvas de
% erceimiento -sc” Ran -utilisado con. fines de’ prediccién’ para el control de
screcimiento, - {a” division y- metabolismo “celulares. Sin embargo, para
cstaﬁllccr wicsistema adecuado de crecimiento, es necesario tomar en cuenta
que [a division del callo 6-células sea_en fracciones iguales, ademds de que
'z cada fraccidn posea el mismo potencial de crecimiento y casi el mismo dafio
mecdnico ocasionado a los tejidos, (Aitchison, et al, 1977). El crecimiento se
puetfc determinar por uno-o.varios de los siguicntes pardmetros: niimero de
células, peso fresce, peso. seco, volumen del paquete celular, cantidad de
proteinas, cantidad de ADN indice mitético, acumulacion de carbofidratos,
etc. Para [a mayoria de los cultivos la curva de crecimiento muestra cuatro
" fases: Fase lag o de reposo, donde el indculo no presenta ninguna seiial de
- divisidn ccfufar (Narayanaswamy, 1977; Dodds y Reberts, 1982), ya que
inicamente se estd adaptando a las nucvas condiciones nutricionales;
Dosteriormente se inicia e incrementa [a velocidad de fa division celular
"V durante” ls” fases exponencial y fineal.  La velocidad de divisin va
“disminuyendo gradualmente fiasta dar inicio a la_fase estacionaria, que serd
i efmomenta en que se hayan agotado los mutrientes.

" En esta fase las células fian aleanzado su maxima densidad cefular, ef

Tritmero de células se wiantiene mds o menos constante fiasta que el niimero

comienza a disminuir por fisis cefular. ‘El crecimiento de las céfulas también
U puede eapresarse cuafitativamente, pucs conforme fas células se multiplican
« se obseryard un aumento en (o turbidez del medio de cultivo.

2.2.7 - MORFOGENESIS.
~La _inorfogénesis se reficre a los cambios estructurales de la céfula
individual o a [a organizacion de células relacionadas con aspectos genéticos,

Sfisioldgicos o bioqudmicos para formar tejidos, diganos y posteriormente una
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i planta. completa. > La ‘capacidad de’(as células vegetales para regenerar
plantas. in vitro es una. caracteristica que ha sido aprovechada para (a
multiplicacién. masiva, ast como-el estudio de procesos mwfaguxética.r como
. "[a.embriogénesis y organogénesis. Sin embargo la regeneracion de p[anms
" completas se enfrenta a muchos obstdculos como son las diferentes vias de
morfogénesis, el fimitado potencial morfogenético de algunos explantes, la
..alta incidencia de aberraciones, [a baja ocurrencia de embriogénesis somdtica,
disminucion - del potencial morfogenético a medida que aumentan [os
“subcultivos, ete. (Thorpe, 1978). Existen dos rutas principales para el cultivo
in vitro via morfogénesis con fines de multiplicacion y regencracion de
plantas: una es indirecta y requiere [a gencracion de callos en primer lugar; y
"\ otra directa que manticne los elementos organisados del explante madre para
indicir brotes adventicios. ‘Es importante determinar [a ruta a seguir de
acuerdo a los objetivos con ef fin de considerar las ventgjas y desventajas’de!
cada uno y poder sacarle provechio a [a técnica. Con respecto a fa
morfogénesis del género Amarantfius se fan fiecha estudios. tanto de
induccién directa como indirecta (Cuadro 1), sin embargo, ef tipo de explante,
medio nutritivo, combinacién y concentracién hormonal usados en -estos
trabajos y la respuesta a éstos ha sido muy variada,

2.2.7.1  Organogénesis.

La organagénesis se puede dividir en 3 eventos: pﬁrtbipizfc.c (Aitchison
et al, 1977): a) La induccion, que estd.dada por:fa actwacmn del
metabolismo celular permitiendo a fas “células, utilizar -los nutrimentos
presentes en of medio de-cultivo, las ~dimensiones” de:las=céfulas - son
constantes, esto es seguido por; 6) La division, que es una etapa de’ sintesis
metabélica muy activa, disminuyendo ef tamaiio. celular y. aumentando las
divisiones celulares de la capa periférica; ¢) La diferenciacion, que consiste en
{a formacién de un meristemoide el cual consiste de una agregacion de células
mds pequesias isodiamétricas, de pared mds delgada, microvacuoladas, que
cventualmente dardn [ugar a cstructuras diferenciadas como primordios de
drganos (brotes y raices). ‘Esau (1976) menciona que cambios cualitativos
que promueven diferencias estructurales y funcionales en células, tejidos,
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CUADRO 1. Cultivo in vitro de Amaranthius spp

i Explante Madiode Hommad Tgode Reuliades . |
Tpece ; P, Mmﬂ ‘.
A uentus MEM’“ Moo fasal B, 24D, Collos,céfuls  Callas, embrivides, ~ Ffpres
A fypociondrineus s, yMs ANABA,  ensuspensiony  mices mormalesy :
4 ol fipestilsy z didomimtode  adienticas, frotes ;‘9:#[2'
cotiledones prowplass e Fipoostilas, en-
mizaments  de
plintutas, semillas
a odiocus Yemas axilars, Medio bassl (N AFBAIA  Tides, dganas Desamolls de g Semtoy
dpices yMs ydduto de b mas axles y  Vegn
mu(éana yfo dpices 138
A paniculatus Segmantos de MedobasalB,  GALANA, Gzlbs Callos, brotes & ‘Bagga
Hipocétilos 4D nctes ¢ indiectos,  etal,
RLZ enntizomimto de 1987
plintula, semillas
A cudatus pliintulns MefiobasalMS ANARA, ~ Flomdinin  Florddn, Tisserta
A gangetious AEAGR,  vitw semillas yGalletta,
A fiy $ 1988
£
A viridis

Murashige & Skoog, 1962 (9\[5), Gamborg, et al, 1968 (935) Cmswe[( r Mitsc 1_975 A -

Intervalo de concentracién hormonal: Z 0.003-3.0 mg[ 1, 2,4-fD 0.01:10.0'm
0.01-0.5 mgly; AIB 0.1 - 50.0 mgl*; AIA 0.1 - 5.0 mgl*; GA; 0.1 L.

ANz 01 ( 01 50 mg[‘ fﬂx




drganos y en [a-planta, involucran una division de trabajo entre fas céluilas,

quie las vuelve diferentes de sus precursores meristemdticos .y’ de.(as’ demds
“eélilas. EL tipo mds frecucnte'de morfogénesis, reportado en gran nimero de -

especies en tejidos vegetales, es [a formacion de rafces, pero en su mayoria esta
“organogénesis. es: tan: c.spnnirflcu que es diffcil determinar [as condiciones
*biaquimicas requ eridas p idr :

su induccién.

’2.2.7,2 . Embriggénesis.

“La 'ei:xﬁﬁi}géﬁcsis somidtica 6 asexual es otro proceso morfogenético
inediante: el cual se desarrolfa un embrién a partir de una célula que no es
« producto’ de-fusion gamitica (Evans, et al, 1981; Dodds y Roberts, 1982;

Tisserat y Galleta, 1988).

L En eéfulas en suspension se fia observado que ef desarrollo del embrién
‘dentro del tejido se lleva a cabo por division transversal de una sofa célula
dando origen a dos células de diferente tamaiio, la célula mds grande se divide
-para: formar ¢f suspensor, o céfula pequefia forma una pequefia masa
pro-embrional que pasa a través de varios pasos, forma globular, de corazén,
torpedo y cotiledonaria, semejante a los que ocurren en fa embriggénesis
sexual. Las células embriogénicas presentan doble polaridad, es decir, dos
puntos opuestos de crecimiento a diferencia dc [a organggénesis que sélo
presenta un eje de crecimiento. Algunos factores que pueden influir en el
_desarrollo_de embriones son: ¢f estado fisico del medio (séfido, semisdlido o
liguido), fitofiormonas, fuentes de carbono (Evans, et al., 1981, 1983), carbon
activado, etc. Sin embargo, [a rediferenciacion de callos o células a embriones
somdticos es un cvento poco frecuente aiin.
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MATERIALES 9 METODGC

3.1 MATERIAL BIOLOGICO.

En este trabajo se utilizaron seml[[as dos - especies.. t[c amaranto:
Amarantfius cruentus L. (T-21 Chapingo-1- 86) (51 ¢;) y- A hypochondriacus-
L. var. mercado (153-5-3 Chdpingo-V- 87) (ﬁ[ﬁ), “des facoleccion el
INIFAP, Chapingo, México.  Toda [a mgtodafagm se“efectud en las dos
especies seiialadas. R e .

3.2 GERMINACIONY ESTERILIZACION,
DE £LAS SEMILLAS.

Para [a esterifizacion de fas semillas primero se lavaron con agua
corriente por 30 min., posterionmente se sumergieron en alcohiol al 70% por un
minuto, enseguida se probaron diferentes tratamicntos de desinfeccion
superficial que variaron en la concentracion y tiempo cxpuestos a un
bactericida (Microdyn) y/o a hipoclorio de sodio comercial (NaC10), Cloralex,
(Cuadro 2), por dltimo se enjuagaron 3 veces en agua destilada estéril y se
sembraron en tubos de ensaye con vermiculita estéril. Para la evaluacion de
{os tratamientos se tomd en cuenta: porcentaje de contaminacion, tipo de
contaminante (bacterias u fiongos) y porcentaje de germinacion. .

3.3 MEDIOS DE CULTIVO BASICOS.

Durante [a investigacion sc emplearon 3 medios bisicos: Miiras
SKoog, 1962 (M), Gamborg et al, 1968 (B,) y: Sch an&_y
(SH). En ef cuadro A.1 (Apéndice A) se mue.stra {a camp
estos medios. ;
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C’UJ’I@.’RD 2. Tratamicntos empleados para (a esten[zzacmn d’a [a.s 5emt[[as »i

de A, cruentus y A hiypoch angngcus

L ‘Tmmuumws Bactericida™ Hipoclorita'de socio co;r_rercta[ * e
" Tiempo (nin) Tiempo (min).: Concentracion (%)) ...

1:1
‘16
“1E
2.a
26
2

50 uf—/ 1d0'in£ de o -

Bt u{a = Mlcrm{ _/n canccntmctdn de-

L destilada. .

**3fipoclorito de sodio comercial, Cloralex sin diluir = 100% (con 6% de
cloro active.)

3.4 - PREPARACION, DE MEDIOS DE CULIIVO.

‘En [a preparacién de los medios de cultivo, todos los reactivos usados
fueron de grado analitico de las marcas Merk, Sigma y Baker. Dependiendo
de los ofjetivos de cada experimento, ademds de los medios bdsicos se
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C’LU{D.‘RD 3. T ipo.dc formonas ¢ intervalos de conccntracwnes cmp[caz{ns
: “durante - el “cultivo “de” lcju{a.s ;{a :

hypochondriacus.

Hormonas
Auxinas '
|+ Acido 2,4 Dicloro fenax_mcmca
. Acido Naftalenacético
. Acido Indofacético

Citocininas
Cinetina (6-furfurilamino- punna}
Benciladenina

Giberelinas
Acido Giberélico (§1Ecrc[ma /"1_,)

concentradlu ycon agua desionizada. La fuente de carﬁonu que’se uso en’
todos los medios, fue sacarosa (3.0%), ademds en’ lvs: vmc:{xos sq[u&wg se

adiciond agar (0.8%), por iiltimo, se ajusts el pH de los medios'a 5.74°1 con-'+ e

NaOH 1 N, Los medios de cultivo se esterilizaron en una autoclave vertical.
a 120°C por 15 min. Para el medio sélido se usaron frascos de:alimento
infantil con 30 ml de medio o frascos de 45 m{ con 10 mf e medio. Para el
cultivo de célulus en suspension de emplearon principalmente -matraces

Erlenmeyer de 125 ml y 150 mf con 30 ml y 60 m{ de medio [tquu{a'”' R

respectivamente.

3.5 CONDICIONES AMBIENTALES DEL CULTIVO. -

Tanto los cultivos sélidos como liquidos se mantuvieron en-un cuarto.”
de incubacién a una temperatura de 281 °C con [uz blanca, ﬁm‘
fluorescente y fotoperiodo de 16 horas fuz 8 foras oscum{az[ Lasy,»




eron cada 4 semanas en_ted as sa[u[as y cada 3 semanqs”
tactau ‘rotacional .-

subcultivos'se
“en’ niedios

! mz_i.rgapmplatﬁz para la
{ tiempo que: tards _cm{q

3.7 CULTIVO DE CALLOS.

3.7.1. - INDUCCION,DE CALLOS.

Para [a induccion de callos se probaron 12 medios, donde se usaron los
medios bdsicos MS, SH y B, mds diferentes concentraciones y combinaciones
fiormonales, (Cuadro 4). Durante 8 semanas a partir de [a siembra del
explante se siguié el desarrollo del callo, [as observaciones se hicieron cada
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C‘ZMD.'RD 4 'Tratamlentas umpﬁ:ad'as en el estuz{m e errcrtta; mu{ms
: . bdsicos. y de combinaciones y concentraciones ormonales
para [a - induccién de’. ccallos ven A cruentus.

wa

Tratammntos Medio bdsico e
MS B, S.'I[ 241) ﬂﬂ‘y,

o

Cx
X
X

.tercer dla anotando cuando se inicia (a formacién de caflo y-ef color,
friabilidad y crecimiento del mismo. Para friabilidad y tamaiio se asignaron
valores arbitrarios, donde para ndxima friabilidad, es decir, un callo”
fécilmente disgregable se le asigno el valor de 4x (100%), 3x. (75%), 2x (50%)
y 1x (25%) fueron valores d¢ friabilidad para [os callos menos disgregables o
mds compactos. ‘En cuanto a crecimiento 4x (100-75%) representa un
crecimiento muy abundante, 3x (75-50%) abundante, 2x (50-25%) regular y
1x.(25-0%) escaso crecimiento.

3.7.2  PROLIFERACIONY MANTENIMIENTO DEL CALLO.

Con el objeto de definir el medio dptimo para la proliferacion y
mantenimiento del callo se usaron los medios que funcionaron mejor en la
induccién de callos. Posterionmente ya seleccionado ef mejor medio bdsico
(57, se probaron diferentes concentraciones de fiormonas (2,4-D yBA)
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. C’UﬂfDﬂ(p 5 Tratamwutm' en [ead’as ara :ﬁ:temunar fas. camﬁmacwnes
P P
: -y concentraciones ﬁonnona[es 1 necesanas “para’ - la

pm[ fcracxau {c callos de A, cruentus j A ﬂ ygac/ angnacu.s

S f{urmnna.r (mgl a)
24D ‘BA .

*

: Tratamientos’

X 'muma [oté, ¢s decir, r[c sina mismia p[anta Se sembraron en ﬁascos de 45 ml
" con'10 mi de: medio. Se muestreo cada 3 dias durante un mes, haciendo 5
e rcpchcmncs por’ tratamiento. Los pardmetros de crecimiento usados fueron

. 'peso fresco 'y peso 'seco. EL peso. fresco se determind directamente,

simplemente scparando ef callo del medio de cultivo y pesindolo en una
- balanza ‘analitica, " a partir. del: peso fresco se cuantificé el peso seco

colocdndolo en una estufa a 80°C durante 24 frs. o fiasta que tuviera peso
- constante. !

3.8 CULTIVO DE CELULAS EN.SUSPENSION,

3.8.1  ESTABLECIMIENIO DEL CULTIVO.

Para el cultivo de células cn suspension se usaron los mismos medios
que para [a profiferacidn de callos pero sin agar (Cuadro 4). ‘El cultivo se
inicié con la transferencia de callo friable (4x) a matraces de 125 m{ con 30
ml de medio y se mantuvicron en agitacion rotacional constante a 110 rpm.
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;‘Unu vez que el cu[twa ¢{e células estuvo cstaﬁ[e se tanm,arou [as ce[u[us cou fu

) una malla & alainbre (estéril) para eliminar [os cong[amera:fas ce[ul'arcs y

‘obtenier asiumn cu[hva con ungradb de d?.fpcrswn azﬁ:cuad'n

382 mmwmmav 9' mgumncma\c w"
C‘UL‘II'VOMUEL

= parg. [u seleccion del medio-més_adecuado para_ [a _proli femcwn y
mantenimiento de células, se siguid la cinética de crecimiento celular. Asise

“transfirieron. célufas en fase de aceleracién negativa de. cultivos ya
establecidos a matraces de 125 mf con 30 m{ de medio, inicidndose asi el
"eultivo con una densidad de 0.25 g de células por cada 25 mf de medio. Cada
3 dias durante un mes se tomaron 5 muestras para medir {os pardmetros de
crecimiento {os cuales fucron: peso fresco, peso seco, nimero de células y
volumen del paquete celular. E[ peso fresco se cuantifics eliminando el
medio por filtracién al vacio con un embudo buchner y papel filtro Wattman
no. 4 (Alvarado, 1990) y se pesé inmediatamente el conglomerado de células
para evitar la deshiidratacion de fas mismas. Ef peso seco se determind igual
que para callos. 'EL wimero de células se determing tomando 100 pl de
cultivo de células y se contaron en el fiemocitometro. Para determinar ef
volumen del paquete celular, se midié en primer fugar ef volumen total del
medio liguido con las céfulas en suspension, posterionmente al filtrar (as
células del medio, sc determind el volumen del medio, y por diferencia sc
cuantificé el paquete cclufar. En las célulns en suspensidn, ademds se
ficieron prucbas de viabilidad durante [a cinética de crecimiento. La
metodologia fue la siguiente: sc colocaron 100 pf de célufas en suspension
con 10 uf de azul de Evan af 0.5% (Singer y MeDaniel, 1986; Alvarado,
1990) y se contaron [os células vivas, detectadas por ef color azul, en ef
microscopio aproximadamente a fos 5 min.
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55 oRgrEnEsiS

{.5}[), con’. mmf f Seaciones en - la camﬁmacum J “concentracion Rormonal
. (Cuadro 6). En este experimento se cuantificd el crecimiento, frinbifidad y

" colordel callo,ademds de (a formacién de-estructuras organizadas como
‘raices y brotes. - Se selecciond el medio donde se formaron mayor nilmero de
rotes y mds vigorosos (apreciacion visual en cuanto a tamaiio, color) para [a
induccion, posteriormente se probaron medios para ¢f alargamiento de los
brotes (Cuazfro 7) y el enraizamiento (Cuadro 8).

'C‘UﬂDR‘O 6. Tratamientos empleados . para - determinar las
. “.-concentraciones. y combinaciones fior les ias para
- fa induceién de organogénesis en callos de g engu& yAa.
[ ygacf am{nncu

SR ffonnang_; (mglt) 1
'Tratannentn.: aNa- K GA, =




g C’LLZDRO 7. ’l'ratamwntos empleados . para ‘z{ctmiu"nar “olas
: ‘concentraciones ” hormonales. y - de sales.det ‘medio. SH
nccc.mna: parainducir el alargainicnto - t{c ‘brot

: g_rmt_w_s ya. A ggocﬁom{gacw
.Sa[es SH -

mwntos




CUADRD 7.’ ﬁaté{hi‘eriiés - cmp[cacfas para -
o i Ciconéent - formonales: 'y de. sa[es del . mezfu .S.H' '

* Laconcentracio



h annunas, y otra st disminuy JD gmrﬁta[mcutc, todo esto a partir del medio
‘bésico de mantenimiento previamente seleccionado.  Para la evaluacién de
los " tratamientos,” s’ cuantificaron los cambios en (o apariencia del callo
’ {co[nr, textura y-crecimiento).

3.11 DETERMINACION DE METABOLITOS.

Esta parte experimental se {levd a cabo en ef departamento de
Bioquimica Vegetal de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad
de Quimica de [a UNAM, bajo la asesoria del Dr. Ezequiel Murillo Garcia
.
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. combBinacionés
: m:fuccwn de> i
A crucutu.: Jg S

emﬁnone: somdtxc 3

E;@ocﬁand‘nacu

{qunos mctaﬁoﬁtas ‘
etatana, reductores .
totales, sacarosa, proteinas totales'y mtmtas) diirante: of ctcfa de crccurtteutd

de ambas especies, se establecieron cinéticas de’ fento’de callos 1 y células ™
en suspension, en las cuales se efectuaron muestreos cada 3 dlas durante un-

mes abarcando de esta forma todas las etapas d'c( crecimiento celular.
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oo _se fiiza por técnicas colorimétricas.

: 3 11 1 WWCIOMML WCTO

i El pracer{umux to que se siguié en {a preparacion del extracto de callos

; J céfulns en suspension para la determinacion de metabolitos fue ef siguiente:
S¢ congeld una muestra no mayor de 3 g de callo o de células fiasta cf

“momento de facer of extracto. Las muestras congeladas se -molieron en un..

“mortero (previamente congelado) hasta pulverizarlas. - Posteriormente se

“agregé agua desionizadu, se fiomageneizé y se esperd a que.se desconijelara.
Cada muestra se filtré con gasa y se centrifugé a 3000 rpm. para bajar fos:
restos -celufares.  Después nuevamente se congelaron-a -70°C hasta ef -
momento de lus determinaciones. La cuantificacion z{z tm{a.s [os metabolitos

3112 DETERMINACION DE AMINOACIDOS TOTALES.

Enuin tubo de ensaye s agregaron 10 wf de muestra y'se aforaron a1
= ml con agna desionizada, ésta se ajusté-a un pH entre 5 y y. 7 despuds s’ -
“agregd 1:ml de reactivo de ninfiidrina (Apéndicc-B) y se puso a ebullicion”
“durante 30 min. Posteriormente se enfrinron las nestras en_fitelo' y se
: agregaron 2.5 ml de etarol al 70%, por iltimo se dejaron reposar 15 min. a
" temperatura ambiente y se determind la absorbancia a 570 nm. . La curyu

estdndar se fiizo con deido glutdmico, (Coking, 1954).

3113 DETERMINACION DE AMARANTINA. - === i

En un tubo eppenddorf se agregé 1 ml de muestra a fa cual se le. agregé
“deido tricloroacético (TCA) pura obtener una concentracion final del 10%, se
dejé reposar por 5 min. a temperatura ambiente y se centrifugs a:3000 rpm.’
: r[umntc 10 min., posteriomente al sobrenadante se (e rﬁztemuna [a
absorbancia a 537 nm. i

3.11.4 DETERMINACION, DE AMINAS cwlmxmms y
GLICINA BETAINA.

En un tubo de ensaye se agregd 1 ml de muestra'y TCA Rasta aﬁtener

FRTR "_‘.‘.:;.____ 31 ot




2 0%; se agzta varias :veces, i en scguu[a se
o (m{mmo 3 ucce.s) y can vacio. Las ‘muestras
. ! n con NaOH=IN, @ un pH de 7.0:0.2 y se .
a zmr en'vasos.de prectpltnrfo en una estufa con vacio a 80 °C.
: espués se.re uspendlérun las muestras con: 200 nf de agua desionizada, 100
ilese; guard'aran enef rcfr:gerad'or (para-cuantificar aminas cuaternarias) y
: 1001l se pu.mran por una columna de Dovrwex: 50 w (Apéndice B) [’ cual se
; L[aw con-agua y seeluyd’ con 4 ml de NFH,OH 4N, el eluido se puso a secar
en. la e;tufu con.vacfo a. 80 °C, ensequida se resuspendid la muestra con 100 .
1l de agua desionizada (para determinar glicina betaina). A cada muestra de
se agregd 1 ml de reactivo de Dragendorff (Apéndice B), se
" centrifugaron a 3000 rpm durante 1 min., el sobrenadante se tiré y (a pastilla
© - se disolvié con 1 ml de KI 2.45M, por iltimo se tomaron 10 pl se les agregd
Ll d'c KI 0497, se leyd fa absorbancia a 467nm. - La curva estdndar se
liu,o con gfwma betafua, (Stumpf, 1984). ’

3. 11 5 DZI‘ZERMIMCIOM!DE MW‘Z‘OS

“Enun tubo de ensa e 'se colocaron. 100 ul ;[c idstra mids 400 Whde
‘deido salictlico (Apéndice B) al 5% y 10 m[ de NnO_’}[ 27 Durante ‘todo el ..
procedimiento los tubos permanecieron'en hiclo, ‘ya que. [a reaccion s
altamente exoténnica, por iiltimo se agitaron cuufad‘osaman tey se determing
% [a absorbancia a 410 mm.’ La curva patron sefiizo con
‘al, 1975). o

3.11.6 DETERMINACION DE PROTEINAS.

En un tubo de ensaye se colocaron 100 nf de muestra y-se aforé a'l'ml
con agua desionizada, a esto se agregaron 100 pf de desoxjcolato de sodio
(DOC) (0.15%) y se dejo 10 min. a temperatura ambicnte, lus muestras se
enfriaron en hielo durante 5 min. y se aiiadié 100 wf de TCA al 72%, se
dejaron 20 min. a 4°C, posteriorinente se centrifugaron 5 min a 3000 rpmy.se
descarts el sobrenandante, a (a pastilla se le agregs 1 ml de agua y 1 ml de
reactivo A (Apéndice B), enseguida se dejé a temperatura ambiente 10 min.,

A

ND; (Cntnl’r{n, et -



5. m[ :fc reactivo B (ﬁ!pémftce iB) yse Jqo 30 mm a
a ab'.s'arﬁancxa se'determing a: 750 nm:; .La curva se

DE‘I’EKMIMCIOM ZD:E .’RjE@'UCTORES i mﬁsi 3
zzfucmms) Y SACAROSA. - o
En un tulbo de ensa _/c se ngregnron 20 u[ z[(, muestra i yse nfaramn a 1
o mf con agua desionizada, para [a determinacion de sacarosa antes de aforar
“sé Ridroliz6 fa muestra con HC1 IN5 min. a ebullicion y se neutralizé con
’\[nO(’ IN Posteriormente se agregaron 0.5 ml de reactivo I (Apéndice B} y
scmantuvicron en agua firviendo durante 20 min., enseguida se enfriaron a
_charro de agua por 5 min. y se les agregé 0.5 ml del reactivo 11 (Apéndice B),
*después se agité vigorosamente, por tltimo se agregaron 8 ml de agua y se
"o feig6 "[a absorbancia a 520 mm. La curva estdndar se fiizo con sacarosa,
(Afanual de prdcticas de Bioquimica I Facultad de Quimica, UNAHM).

3118 ANALISIS ESTADISTICO.

En esta investigacion todos los diseiios fueron completamente af azar
con unidades experimentales fhomogéneas, el mimero de repeticiones varié
dependiendo de cada experimento, pero como minimo fueron 5 y mdximo 25,
cada - tratamiento se repitié mfnimo 3 veces. ‘El andlisis de varianza

LS (ANAYA) seaplics en [os tratamientos para analizar fa variabifidad de los
tratamientos y la prueba de Tukey para (a comparacion de medias, en caso de
presentarse variacion en los tratamientos (Villalobos, et al,, 1985; Hurtado y
AMerino, 1987).




. R,'E.S‘LLL‘Z'KDOS 7 fDISC‘U.SIO.‘M i

4.1 C’U.LTI’VO IN VITRQO DE Amaranthus cruentus L 9’}’1
hypochondriacus L.

7411 ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO FLSE!PTICO 9’

“acuerdo a su disponibilidad y a la facz[xd’m{ que presentaban para scr:‘

SELECCION DEL EXPLANTE.

Cotno primer paso para tener éxito en el cultivo in vitro d'c 'cua[quicr
especie es necesario el establecimiento de un cultivo aséptico, asi como [a
seleccion del explante mds apropiado.  ‘El establecimiento del cultivo

_aséptico es necesario ya que las plantas generalimente estdn contaminadas por

un elevado rango de microorganismos que en condiciones normales pueden 1o
ser patdgenos, pero cuando se cultivan en condiciones in vitro [a presencia de
estos microorganismos es indeseable, ya que su tiempo de multiplicacion es
wds rdpido que el de [as células vegetales, llegando a limitar of crecimiento de
estas tiltimas, debido a que al crecer rdpidamente los microorganisinos agotan
fos nutrientes del medio, ast como el espacio disponible, ademds de que fiay (o
posibilidad de que liberen algunos productos de su metabolismo los cuales
podrian ser toxicos para el material vegetal. Para no causar daiio al explante
con la desinfeccion, generalmente se emplean porciones provenientes de
pléntulas que se genminaron en condiciones de asepsia, de esta manera casi se
evita [a contaminacion. Para [a esterifizacion dc las semillas se eligié of

; tratamiento que presentd [a menor proporcién de contaminacion, y que casi

“nio afectd el porcentaje de germinacion, ya que al ocurrir esto las plantulas

que [legaban a crecer eran mds débiles en comparacién con las de los otros
tratamientos. Los agentes desinfectantes que sc usaron se seleccionaron de

remouvidos.

El porcentaje de contaminacion y de germinacion de los the,rzntes
tratamientos (Cuadros 2; A.2) usados para (a esterilizacion de [m‘;gtrli(fas de:
A. cruentus y A. hypochiondriacus fue principalmente de tipo bactériano, -
aunque también se presentd contaminacion por hongos en los tmtamicutés 5,

SNy
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¥ig. 2. Porcentaje de contaminacién (Wl A. cruentus;[ ] A. hypochondriacus) y germinacién (¥ A.
cruentus; & 4. fypochiondrigeus) de semillas sometidas a diferentes tratamientos de esterilizacion.
Enla figura se muestra [a media de los valores obtenidos.



L6y 7, 6 y ¢, donde ef ﬁipac[on'm de sodio comercial se diluyé. Por tal razdn

« fue necesario usar el fipoclorito sin difuir (Cloralex af 100%).” ‘E porcentaje
¢ contaminacion en condiciones normales fuc del 92% para A. cruentus y

Fk del 95% para A. fiypochiondriacus, pero af usar Cloralex, af 100% durante 20

Lmin en fos tratamientos 2a, 6 y ¢ disminuyé notablemente el porcentaje de
. germinacién, en cambio en el tratamiento 1a, 6y ¢ con 15 min. en Cloralex a
sfa misma concentracion no afectd tanto a la germinacién (Tig. 2; Cuadro
A.:2). Por o tanto con base a estos resultados para [a esterilisacion de las
semillas de ambas especies de Amaranto se decidié usar el tratamiento Ic
(Fig. 3) donde ef agua se uso para remover {as partfculas mds superficiales
que rodeaban a fas semillas, el alcofiof al 70% se uso con (o finalidad de
“=romper la tension superficial facilitando fa penetracion del agente bactericida
y del hipoclorito de sodio comercial para atacar los microorganismos, y por
iltimo of enjuague con agua esténil para evitar que la germinacién se viera
afectadn por restos de los agentes desinfectantes, este tratamiento casi no
afecta la germinacion y el porcentaje de contaminacion fue del 9% para A,
cruentus y de 0% para A. fiypochondriacus.

Debido a que cf tipo de eaplante puede ser un factor que determine la

respuesta favorable o no en el cultivo de tejidos se hizo primero una seleccion

del mds apropiado, ya que al separar un segmento eualquiera de la planta

(explante) y colocarlo en un medio de cultivo de composicion quimica

- relativamente simple, s factible observar diferentes tipos de respuestas y a

- partir-de esta_fuente de material vegetal estard determinado el &ito del
establecimiento del cultivo.

Para [a seleccién del explante mds apropiado para [a induccion de callo
se compararon 4 diferentes fuentes de células con base en [a literatura de
Amaranto (Cuadro 1), raices, hipocdtilos y fojas cotiledonarias, provenientes
de plintulas de 7, 9, 11 y 13 dias posgerminacién y directamente colocando
{as semiflas en el medio de induccion, ya que el embridn no se puede separar
de las demds partes de (a semilla. Ademds han logrado establecer cultivos a
partir de una gran variedad de explantes (Evans et al, 1981;
Narayanaswamy, 1977; Tran Thanh Van, 1981), sin embargo,
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“\Semilla de A. cruentus o A. li%acﬁam[n'acus )

ILuvarcan agua corriente : 30 min.[
it leﬂ‘l'arcan a[caﬁa[a[?Oéﬁ*‘ ! T ‘1 mi‘n-.l o

711(17/{1)‘; con bactericida (Microdyn) . 30 min.]

: rLau;;- c?n Vﬁipac[arim de sodio (Cloralex) 7 e :15 miin.]

- lfnjuaﬂr con agua destilada e.ltéri[ s 3 vuées[

cmérar en condiciones de asepsia en tubos de ensaye. .
con vermiculita estéril, :

}‘IG‘URHS. Metodologla de esterilizacion para. l'a.s semx[fa.s dL A
e cruentus y 4. Aypochiondriaeus. U3

[a respuesta de éstos varfa, de manera que debe elegirse el que presente [as
caracteristicas que vayan de acuerdo a los propdsitos que se . quicren
investigar (Caplin, 1963). Se ha mencionado que en ocasiones algunos tejidos.
" eultivados in vitra crecen con mayor facilidad que otros de acuerdo a una
variacion, ya sea, respecto a [a naturaleza y grado de diferenciacion entre los
diferentes explantes, generalmente fla facilidad del cultivo de célufas
disminuye con el aumento de [a edad de [a planta (Wareing y Al-Chiafabi,
1985). En este trabajo se observé que a menor edad del cxplante la induccién.
de callo fuc mnds ripida, independientemente del tipo de explante, por lo que
se decidio seguir fiaciendo (as pruebas con los explantes de plantulas de 7 dias
de edad, [a respuesta a (a induccion de callo fue diferente dependiendo del
tipo de explante (Cuadro 10). Las fiojas cotiledonarias fueron las primeras en
iniciar la formacion de callo seguido por fos hipocdtilos, raices y por dltimo
las semillas, estas tiltimas aunque tardaron mds, iubo un mayor porcentaje de
explantes que formaron callo (78% A.c. y 83% A.A), en comparacidn af
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" porcentaje obtenido .en - fiipocétilos y raices, en éstos [a mayoria de los

£Ea c}\yfmitc.é muricron y los que sobrevivieron desarrollaron un callo poco friable

Neotlodonarias 5,521,092 dx 4x  4.2:08 99% d4x 4%

. yen menor:cantidad que. los demds.. Para [a presente investigacion se eligié
o como el c\pfautc mds apropiado para induccion de callo en ambas especies de
. Amaranto [as hojas cotiledonarias de 7 dias de edad y posteriormente después
‘de hacer n[gumxr énsatjos s decidié también usar explantes del mismo tamafio

5 (4mm} para_asi reducir [a fuente de error del experimento, ya que se observo
“que explantes con (a- misma edad pero diferente tamaiio responden de
“forma de forma diferente, ast se determiné que ef tamaiio del explante inicial,

ademds: del tipo Yy fa edad representan un factor critico en [a induccion de
callo. .o : -

'UJM).‘R,O 10 Respuesta e diferentes tipos de explantes de p[tiritil[a‘sf‘(ﬂz T
7 dias de edud a la induccién de callo en A. cruentus y A.
" Aypochondriacus.

Tipo de U A. cruentus A, hypochiondriacus
c.\p[nn te.- Caracteristicas de los Callos *
; 1 2 3 4 1 2 3 4
= .’}fajas

| oy pacatx[os 7.8+0.8 49% 2x 3x = 8.2:0.9 53% 3x 4x
Ratces . 8.0+0.8  45% 2x dx = 8.8+1.3 42% 2x 2
Semillas - 13.1x0.9. 78% 3x - 4x 12.3x1.5 83% 3x 4x

»

3 Friabilidad . del calTa a [a.f 4 .m
‘descripcion en mctat{afng(a)

4 Crecimiento del caﬂ'a alas 4. semans
zﬁzsmpctan en metodologia).:
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e 4.1.2 . CULTIVO DE CALLOS. .
4 1 2 1 Induccién de Callos.

.Sc fa sugerido que el éxito Je[cu[txvu in pitro depende’def explarite y
“del medio de cultivo, asi una vez que se decidid usar lns hojas cotiledonarias
como. explante inicial para la induccion de callo fue necesario seleccionar el
medio mds apropiado. Durante los iiltimos 40 aiios se han establecido las
principales condiciones nutricionales y ambientales para el crecimiento
ilimitado de células, tejidos y érganos de diferentes plantas. Sin embargo, los
requerimientos nutricionales para el crecimiento dptimo dependen de [a
especie vegetal y del tipo de material que se desea cultivar, hasta (a fechia no
exjste un medio de cultivo satisfactorio de uso general, Para encontrar of
medio mds apropiado para lo induccion de callo a partir de las fojas
cotiledonarias se eligieron 3 medios de cultivo bisicos de uso general: DS
(Murashige y SKoog, 1962), B, (Gamborg et al, 1968) y SH (Schenk y
Hildebrandt, 1972), (Cuadro A.1) aunque este siltimo no se hia reportado en el
cultivo in vitro del Amaranto, es un medio ampliamente usado para cultivos
in pitro. Ademds se usaron 4 combinaciones fiormonales, de auxinas y
citocininas (Cuadro 4). Las auxinas promucven la elongacion celular y fas
citocininas [a division celular, y la combinacion de ambus o una sola pueden
inductr diferentes respuestas en el material cultivado. La formacion de callo
fue relativamente fdcil, ya que en todos {os medios profados se presentd.
Este se inicié por una elongacion e hinchiazdn de explante, posteriomente
comenzaron a aparecer puntos blancos o amarillos fiasta (lenar casi toda la
superficie del explante ddndole una apariencia rugosa, después estos puntos
comienzan a crecer desarrolldndose el callo en (o5 explantes (Cuadro 11 y 12).
La mayorta de {os puntos donde se inicié el callo_fucron de color verde para
A.c. y de color rojo y verde para ALK, En algunos trabajos (Caplin, 1963,
Tran Thanh Van, 1978) se fia reportado que [a posicion del explante influye
en la respuesta, sin embargo, en este trabajo se observd que
independientemente de la posicién de [as fojas cotifedonarias en el medio
todas formaron callo. ‘El primer subcultivo se hizo a [as 4 semanas,
manteniendo el explante original junto con el callo formado, ya quese fia
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= Efecto t[e & fcreutes edias ﬁustcas y comﬁmacxoucs y
cony zntracmnes i amwna[es sobre (a md’uccwu :{e ca[[os en

“Caracterfsticas i{g[ callo** Formacion de estructurag
cimiento Fiabilidad - Color organizadas(%)
e 5 Rafces . ‘Brotes Raices-Brotes

iy BA 010

B-A-V

0
2kl B-AC 0.
D2 A [
LR ACY 10.

ﬂ’amvva[ares de crecimicnto y ﬁ'xaﬁx[td'az{ ver metodologls; ca[ar,
“aniarillo; B-blanco; C-caft; V-verde.

“reportado que es necesario subcultivar ambos para asegurar que continte el
érecimiento (Dodds 1 y Roberts, 1982), en los subcultivos subsecuentes se
 transfirieron aproximadamente 2 g de callo de [a superficie para mantener el

““cultivo-y evitar (a deficiencia de algiin nutriente, ademds de ser necesaria
“estatransferencia para evitar [a acumulacion de metabolitos secretados por el
. calfo en crecimiento y que [leguen a niveles téxicos.

: La formacion de callo en ambas especies se observé en los 12
tratantientos (Cuadro 11 y 12, Fig. 4), al fiacer el andlisis de varianza,
ANAVA, (Cuadro A.3) con la variable de porcentaje de formacion de callo
por tratamiento mostré diferencias significativas para el medio de cultivo,
entonces se aplicé la prueba de comparacién de medias (Tukey o = 0.05) para
el medio de cultivo, éstas indican que los mejores medios inductores de callo
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- CUADRO 12. - Efecto de diferentes medios bdsicos y combinaciones i
Vol LA Cconcentraciones Rormonales sobre [a tm[uccwn :{c cn[l'o.v ‘en
: Ak x(gacf omfnacus
: 'Ihttamunto Qamcurﬁmm delcallo”* wnmwm)«
¢ R Crecmucutu Friabilidad Color -~ Ralces ;. Brotes:" : Raices-Brotes

10.51

» ‘Descripcidn de Tratamiento Cuadro 4.
** " Para valores de crecimiento y friabilidad ver metmfalnga,
A-amarillo; B-blanco; C-café; Rerojo; V-verde. s

para A. cruentus fueron [os medios 1 (MS+2,4- 'D+£Bﬂ), 5(58 +2,4- @+$ﬁ!},
9(SH+2,4-D+BA) y 11(SH+2,4D+K+GA,) con un promedio de formacion
por tratamiento de 98, 100, 100 y 97% respectivamente y para A
fypochondriacus los cuatro medios antes sefialados, mds el medio
6(B+2,4-D+XK), donde los 3 primeros tuvieron un promedio de porcentaje de
100% y el 11 y 6 con 98 y 97% respectivamente. AL hacer el andlisis de
varianza a los datos del dia en que se inicid (o formacion de callo, se puede
observar que en [os diferentes tratamicntos se observaron diferencias
significativas en lo que respecta a la media y se aplicé también [a prueba de
Tukey (o0 = 0.05). La comparacién de medias indica que existieron para 4.
cruentus 4 tratamientos estadisticamente iguales con el menor tiempo de
induccion, de esta manera los medios en los que el callo se inicié mds rdpido
para esta especic fueron el 1(MS+2,4-D+BA) con 52x1.0 dias, el
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(14

Iniciacién de callos (Dias)

Fig. 4.

10

Formacion de cq[l_'o (%)

9

6 7 8
Tratamientos
Iniciacién ( I A. cruentus; A. hypochiondriacus) y porcentaje de formacion de callo (¥~ 4

cruentus; —8 4. fypociondriacus) por tratamiento. En [a figura se muestra la media de [os.
valores obtenidos.




9(S3H+2,4:D+BA) con 4.2+0.7 dias, el 11(SH2,4-D+K+GA) con 5.3£1.2
iffasy el 12(SH+2,4-D+ K ANZ) con 5.2:1.0 dias,'y dos medios, el 1 y el 9,
o para A hypochondriaeus con 4.3x0.6 dias y 4.6£1.2 dias respectivamente.

2 En A cruentus ef tratamiento donde [a formacion de callo tards mds fue en
el medio 6(B+2,4-D+K) con 9x0.8 dias, y para A. fiypochondriacus fue el
- midio 6 también, con un tiempo de 7.2£0.8 dias (Fig. 4; Cuadro A.3). En

términos generales las dos especies respondieron en forma similar, las

diferencias fueron principalmente en el color defl callo y la friabilidad. En A.
" gruentus siempre se presentd un color mds claro, blanco-amarillo, y en A.
hypochondriacus fue aparentemente mds friable que A. cruentus. Un dato
importante que se observd es que [as respuestas crun muy similares en los
tratamientos con [a misma combinacion Rormonal aunqgue estuvieran en
diferente medio bdsico, por ejemplo, los medios en [os que se presenté una
induccin més rdpida de callo fueron los medios en los que se presenté una
induccién mds rdpida de callo fueron los medios 1, 5 y 9, cada uno formado
por el medio bdsico M, ‘B, y SH respectivamente mds {a adicion de 1 mgl’ de
2,4-D y 0.5 mgl' de BA. Tambitn los medios donde se observé un mayor
desarrollo de estructuras organizadas (rafces y brotes) para ambas especies
fueron fos medios 4(MS+2,4-D+K+ANA) y 8(B+2,4+D+ K+ ANA)
compuestos por of medio bdsico MS y B, respectivamente, mds la adicion de
2,4-D(1 mgl*), K(0.5 mgl"') y ANA(0.5 mgl'} y el medio 12 compuesto por ef
medio basico SH y la misma combinacién formonal en A. cruentus se
formaron raices y brotes y en 2. fiypochondriacus séfo raices.

Los medios que presentaron un efecto similar en los explantes debido a
{a misma combinacion fiormonal corroboraron que es factible controlar mds o
menos la morfogénesis, pero no su regulacion. (Tran Thank Van, 1981) y que
este control se puede dar dependiendo de fas combinaciones fior les del
medio, siendo cada explante capaz de ser multiprogramable, es decir, capaces
de iniciar patrones morfogenéticos distintos (Tran Thanf Van, 1981), por
ejemplo, fa combinacién fhiormonal en donde la formacién de callos fue mejor,
es donde fiubo una mayor concentracién de auxina. Se fa mencionado que las
auxinas en elevadas concentraciones son propicias para la formacion de
callos, ya que en estas condiciones pueden suprimir [a morfogénesis
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~(Gambory, et al, 1976). ‘En este caso se observé que ef-mejor medio para fa
" induccion de callos fue donde se uso 2,4-D en una concentracion de 1 mgl’,

. “esta auxina sintética es mds potente que las au:cmus naturales, pero también
. fue necesario fa adicion al medio de citocinina (BA 0.5 mgl"). Exjste un
‘efecto sinérgico entre las auxinas y  citocininas, para fa division y
diferenciacion celular, de esta manera [a.auxina .sin: citocinina provoca
alargamiento celular del tejido cultivado y con citocinina se provoca-fa
divisién celular. Cuando la proporcidn de auxinascitocinina es relativamente
alta generalmente existe diferenciacion de. las células Racia primordios
radicales, como se pudo observar [os medios que se usaron tienen una. mayor
concentracion de auxinas que de citocininas y/o giberelinas, es probable que
debido a esto hubo un mayor indice de formacion de callos y de raices que de .
brotes a partir de los explantes originales (fiojas cotiledonarias), en ef caso de
los medios 4 y 8 principalinente {a combinacion hormonal de K y ANA con
2,4-D fue benéfica para [a induccion de estructuras organizadas (raices y
brotes).

Como el objetivo de esta parte de la investigacion era la seleccion del
medio més apropiado para [a induccion de callos, se consideran los medios 1,
5y 9, compuestos por el medio bdsico MS, B, y SH respectivamente mds (a
adicién de 2,4-D(1 mgl') y BA(0.5 mgl') como los mejores para ambas
especies. Los medios en los cuales Aubo formacion de brotes directamente a
partir del explante inicial (medios 4, 8, 10 y 11), se considerardn para
estudios posteriores con el fin de optimizarlos, ya que actualmente fiay pocos
reportes (Flores et al, 1982; Bagga et al,, 1987) donde se fian obtenido brotes
directos, y esto es importante debido a que el amaranto es un cultivo que se
planea reintroducir a gran escala como alimento para el fiombre, forraje,
colorantes, etc., y [a micropropagacion sobretodo clonal seria muy favorable
para las (ineas de interés.

4.1.2.2 Proliferacién y Mantenimiento de Callos.

En ocasiones el medio inductor de callo no es ef dptimo para [a
proliferacion y/o mantenimiento de los mismos, por esta razén se¢’ dio
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5 y 9, Cuiadro 4). AL establecer las cinfticas de .
de cd'uctr al minimo las fuentes de error; asi por ejemplo
. 'se.uso para-las cinéticas provenia de un solo explante por
atamzcntn, ya que se:ha mencionado que aun cuando ef callo se ofitenga de
una misma_ planta, indculo ¢ inclusive frasco presentan algunas veces
- ~respuestas diferentes debido a [a alta variabilidad que sc presenta en el
iismo, (Singer y McDaniel, 1986). También se ha reportado que al dividir el
“callo no se tiene [a certeza de que las fracciones sean iguales y posean el
mismo potencial de crecimiento (Singer y McDaniel, 1986), el dafio mecdnico

al tejido y [a fieterogencidad fenotipica (morfoldgica, bioquimica, etc.) pueden
afectar [a respucsta del callo, por lo que también se tuvo cuidado en tomar
solamente el callo que se encontrara en [a superficie de lamasa callosa, que es

{a porcién de crecimiento activo (Dodds y Roberts, 1982; Singer y McDaniel,
1986). De esta manera se proliferd el callo proveniente de un explante en su
respectivo medio inductor para cada especie i posteriormente se sembraron de
0.5+0.01 g. de callo en cada frasco de 45 ml. con 10 ml. de medio, cada 3 dias
se tomaron [as muestras como se indica en [o metodologia. EL tamafio del
indeulo inicial se definié después de algunos ensayos preliminares, tomando
en cuenta que el fragmento usado fuera el minimo necesario para asegurar la
reanudacion del crecimiento, (Singer y McDaniel, 1986) y en el cual se
pudieran observar todas [as fases def ciclo de crecimiento. En ambas especies

se observé una cinética de crecimiento tipo sigmoidal, en donde ¢l medio
9(SH+2,4-D+BA) tuvo un mayor crecimiento de callo seguido por ef medio
1(MS+2,4-D+BA) y por iiltimo el medio 5(B+2,4-D+BA), (Fig. 5 y 6,
Cuadros A.4 y A.5). Los tres medios que presentaron un mejor crecimiento de
callo tienen la misma combinacién y concentracion hormonal, 2,4-D (1.0
mglt) y BA (0.5 mglt), de esta manera se observa que (a combinacién
fiormonal es importante para [a respuesta celular; sin  embargo,
posteriormente al comparar inds detalladamente el crecimiento del callo en
los tres medios donde [a diferencia es tinicamente (a concentracién de sales
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3" i’aa f;e.scg @)

. Besp seco (mg) s

. Fig.'5. ~vCin'é’ti'cu del crecimiento del cultivo de callos de 4. cruentus en fos
U tres mejores medios de cultivo [ MS(1); B (5 % SH(S). En
la figura se muestra (o media de los valores obtenidos de (A) Peso
Sresco (g)y (B) Peso seco mg).
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Fig. 6. Cinética del crecimiento del cultivo de callos de A. fiypochondriacus
en [os tres mejores medios de cultivo (& MS(1); ~+=B(5); HSH(I)).
En la figura se muestra la media de los valores obtenidos de ()
Peso fresco () y (B) Peso seco (mg).

47



(ﬂﬁ(l), B;(5) J.S.'}[(B)) se veque twnen un efecta sobre ef crecitniento ca[u[ar,
aunque menos evidente. . Se fan fiecho algunos estudios sobre ef efecto de fa
concentracion y combinacion de macronutrimentos, micronutrimentos y otros
Sfactores del crecimiento en las células vegetales, (Murashige y Skoog, 1962;
Linsmaier y Skoog, 1965; Gamborg, et al., 1976) y dependiendo de la especie;
tipo de explante y respuesta deseada, pueden o no afectar estos cambio. ‘En
este caso [as diferentes combinaciones y concentraciones de nutrimentos de
los medios bdsicos si afectaron el crecimiento del callo, lus diferencias mds
significativas del medio SH, en este caso el mejor para el crecimiento del callo
de Amaranthus sp., con respecto a los medios bdsicos RS y ‘B, son que en el
medio SH se ticne una concentracion de sales minerales figeramente mds alta
que en el medio By, y el amonio y el fosfato son agregados en un solo
compuesto, también el medio B, contiene relativamente mds bajas cantidades -
de amonio, por otra parte el medio MS contiene un alto contenido de nitrato,
potasio y amonio respecto a los otros dos medios nutritivos. En resumen es
factible indicar que para el mcjor crecimiento de caflo de {as dos especies
estudiadas aqui, A. cruentus y A. hiypochondriacus, sc requicre de una ligera
mayor concentracion de sales minerales respecto al medio By, ast como una
elevada concentracidn de amonio y fosfato, sin embargo, no tan grande la
concentracion de amonio como en el medio MS, asi como de nitrato y potasio,
otra diferencia del medio SH con respecto a los otros dos fue [a clevada
concentracion de inositol, dcido nicotinico y tiamina. Debido a que se
obtuvieron los mejores valores tanto cuantitativos (crecimiento), como
cualitativos (color, friabilidad) para (a proliferacion de callos en ef medio SH
con 2,4-D y BA (9). Para ambas especies, se decidio hacer algunas

modificaciones en {a concentracion fionmonal de este medio (Cuadro 5) con'efl ™7

fin de optimizar el medio de proliferacion. Las cinéticas de crecimiento se
siguieron durante 3 meses para poder observar [a respucesta del caflo al nuevo
tedio, ya que durante el primer mes del subcultivo no se produjo la misma
respuesta, esto debido probablemente a (a aclimatacion que se presenta en las
células cultivadas in vitro, Durante el tercer subcultivo (a tendencia
sigmoidal en [a cinética de crecimiento fue ofservada en ambas especies (Fig.
7 y & Cuadro A.6 y A.7). Este tipo de crecimiento fia sido reportado en
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iferentes’ cultivos in vitra (Steward, 1968; King. y Street, 1977; Street,
977).. “Los medios. en los que s presents un .mayor*crecimiento d¢ callo’
ron los tratamientos 9(2,4-D 1.0 mgl'+ BA 0.5 mgl’), 9a(2,4-D 1.0 mgl’)
1.9¢(2,4-D 0.5 mgl*) (Cuadro 5), los dos primeros contienen [a cancentracmn o
‘mids alta de auxina; por otro fado, fos medios en los que se present6 un menor
“crecimicnto fueron el 9d que no contiene reguladores de crecimiento y'el 96’
“"que contiene igual concentracién de ‘BA y 2,4-D (0.5 mgl*). Debido a que.el
‘callo cultivado en ef medio 9 (2,4-D 1.0 mgl*+BA 0.5 mgl’) presenté un
mayor crecimiento y mejor apariencia, en cuanto a friabilidad y color, se eligid
como el mis adecuado para fa profiferacion de ambas especies. Con base a
estos resultados se puede observar que es muy importante a combinacion de
auxinas y citocininas (aux/cit) para obtener un buen crecimiento del callo de
Amaranto, ya que cuando el medio estd suplementado solamente con auxina
(2,4-D) el callo crece mds lento y menos friable, siendo de esta manera
evidente el uso de [a citocinina para lograr (a disgregacion def callo. Por otra
parte en ausencia total de fiormmonas se oBservé un crecintiento menor el callo

y mucho mds compacto que en fos medios con solamente auxinas. De esta
manera el 2,4-D actia en el callo promoviendo su crecimiento y-la Bs
aumenta [a friabilidad del mismo. :

Ya seleccionado el medio para la proliferacién de fos callos se procedié
a evaluar las diferentes fases de las curvas de crecimiento en este medio (9)

para ambas especies (Fig. 7 y 8, Cuadro A.4 y A.5). Asl la fase lag ode. -~ -

retardo se observé en ambas especies fasta los tres dias; esta fase se
caracteriza porque no se observa ninguna sefial de crecimiento, es el tiempo
durante el cual el inculo se adapta a las nuevas condiciones ambientales, ya
que [a transferencia de medio pucde ser un cambio bastante dristico para las
células. La fase exponencial se presentd en los tres medios (1, 5 y 9) de los
6-9 dias, esta fase se caracteriza por un incremento de fa vefocidad de
divisién celular en forma exponencial, se puede obscrvar que (a pendiente es
mayor en 4. hypochondrigeus que en A. cruentus; enseguida sigue (a fase

Gneal que va en A. cruentus del dla 9 al15 y en A, fiypocfiondriacus del 9 al
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Fig. 7. Cinética del crecimiento de callos de A. cruentus en el medio bdsico

o T .
2 12 15 t8 21 24 27 30
Tiempo (dias)

£ {7
es hor

SH con diferentes combinaciones y concentr =
" 2,4-DfBA; +2,4-D; ¥2,4-D/BA; -&-2,4-D; > sin formonas). En
[a figura se muestra la media de los valores obtenidos de (A) Peso
fresco (g) y (B) Peso seco (my).
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lempo (dlas) .

Fig. 8. Cinética el crecimiento de callos de A. fiypochondrioeus en ef medio
bdsico. SH con diferentes’ combinaciones y concentraciones
hormonales, (= 2,4-DABA; -2,4-D; ¥-2,4-DfBA; ~a2,4-D; ¥ sirn
fiormonas). . En [n figura se muestra fa media de los valores
obtenidos de (A) Pesa fresco (g)y (B) Peso seco (mg).
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prbgt;esiva,' que como su nombre lo indica
; cién del crecimiento, hasta {legar a la fase
cstacwnnna ent ambos cu[twos a los 24 dias, en esta fase el cultivo para su
crecimiento zf:ﬁxr{o ‘a_varias causas.como deficiencia de afgin nutriente, la
alta de espacio,: o bier debido al incremento de algin metabolito secretado
[ imismo callo que le sea téxico; ete. Respecto al subcultivo de los callos
st obserus una -diferencia entre ambas especies ya que el callo de A,
Bypochiondriacus fue necesario subcultivarlo uno o dos dias después de faber
trado a (a fase estacionaria; de otra forma el callo comenzaba rdpidamente
 ponerse de color café (ﬁmn[uzar.te) fasta necrozarse, debido a [a presencia de
etacianinas en esta especie, en cambio los callos de A. cruentus podian
permanecer en ef medio de cultivo fiasta una semana después de Riaber (egado
a [a fase estacionaria.” Np obstante después de 1 0 2 subcultivos a tiempo los
callos de ambas especies volvian a recuperar su apariencia normal,

413 CULTIVO DE CELULAS ENSUSPENSION,

4.1.3.1 Establecimiento del Cultivo.

Para ef establecimiento del cultivo de células en suspensién, se
transfirié callo friable (aproximadamente 3 g) del cultivo de callos en fase
L5 lestacionaria a matraces erlenmeyer de 125 ml de medio, [os medios que se
usaron para el cullivo fucron los mismos que se usaron para [a induccién de
callos y su profiferacion, (Cuadro 4, tratamientos 1, 5y 9). Los 2 primeros
subcultivos fueron cada semana, en éstos, dnicamente se agregaron 15 ml de
medio fresco a cada matraz, a la tercera semana sc tamizé el cultivo con una
malla de alambre para climinar las células que no se disgregaron y de esta
manera. tener un cultivo mds ‘omogéneo’. Posteriormente se transfiricron
alfcuotas de 10 ml a matraces de 250 ml con 60 mf de medio y a matraces de
500 ml con 120 ml de medio, fiasta aclimatarlas, y asi tener los cultivos de
células stocks para cada especie y tratamientos, Para determinar [a cinética
de. crecimiento de ambas especies sc sembraron 50 matraces por cada
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“tratamiento. como se indicd en fa metodologla.. - AL igual que en callos se
“usaron. células provenientes de un sélo_cultivo stock por tratamiento para
reducir al minimo las fuentes de error. Para cada matraz que se agregaron
+0:30 g de células por cada 30 ml de medio, esta concentracién se definié como
+ " fa media de los valores usados en diferentes cultivos. EL comportamiento que
presentaron {as células durante su ciclo de creciiniento mostré curvas del tipo
sigmoidal (Tig. 9 y 10), en donde los valores de PF y BS fueron diferentes
dependiendo del medio. La diferencia del medio 9 (S9{ + 2,4-D + BA) con
respecto a los otros dos, 5 (B+2,4-D+BA)y 1 (MS+2,4-D+BA), en cuanto a
diferencia e _crecimiento fue wmds marcada en ef cultivo de células en
suspension que en el de callos, sobre todo en el caso de A. fiypochondriacus.
Por otra parte [a apariencia de las célulus fue un poco diferente en ambas
especies, por cjemplo: el cultivo de A. cruentus crecié mds lento pero su
apariencia fue mejor, es decir, de color blanco-amariflo, con pocos
conglomerados grandes, {a mayoria de sus células estabian solas o en grupos de
3y 6, [a forma esférica de [as células se mantuvo durante todo ¢f ciclo de
crecimiento. ‘Ef cultivo de A. hypochiondriacus tuvo un mayor crecimiento, el
color de este fue amarillo o amariflo-café, la mayoria de sus células estuvieron
solitarias o en pares, aunque también se presentaron algunos conglomerados
de numerosas células, la forma de las células fue principafmente esférica y al
final del ciclo de crecimiento de forma alargada. Las fases de las cinéticas de
-.crecimiento de las células en ambas especies fueron fas siguientes: La fase de
reposo se presentd hasta los 3 dias, pero a diferencia de (o que pasa en calfos,
aqui 1o sélo.no fiay division celular, sino que ademds fubo una disminucion
de PF y PS, esto puede ser atribuido a que el cambio de células a un medio
fresco es ‘un evento drdstico’ y algunas de las células mucren antes de
adecuarse al nuevo medio o bien, debido af método empleado en [a
determinacion de estos valores (PF y PBS), ya que {os errores estdndar fueron
muy elevados (Cuadro A.8 y A.9); La fase exponencial va del dia 3 al 9 en A.
cruentus y del dia 3 al 5 en A. hypochondrincus, en esta fase [as células
presentan fa mayor tasa de crecimiento de toda fa cinética; enseguida
continua fa fase lineal que llega fasta ef dla 18 de ambas especies, en
este periodo. se mantiene constante {a tasa de crecimiento; y por iltimo (a
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Peso ﬁ' : @/ZSmO

Peso %seca (mg/25mi):

c s 8 ) 12 7018 ] 21 24 27
! Tiempo (dlas) U

Fig. 9. Cinética del crecimiento de células en suspensién de A. cruentus en
los tres mejores medios de cultivo (- MS(1); —— B,(5); ¥ SH[S).
En [a figura se muestra [a media de los valores obtenidos de ()
Peso fresco (g) y (B) Peso seco (mg).
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Fig. 10 Cinética del crecimiento de células en stspension de. R

hypochiondriacus en fos tres mejores medios de cultivo S

B,i 4 SH[9)). En [n figura se muestra la media d'e»[as'ud[oré.i,'
obtenidos de (A) Peso fresco (g) y (B) Peso seco (mg).. >




disminucién progresiva que fega fasta ef dia 21, o partir del cua[ comienza.
fa fuse estacionaria para ambas especies. Hubo una mayor acunulacion e’
Biomasa en 4. fiypochondriacus que en A. cruentus (Fig. 9 y 10, Cuadro 4.8 -
y A8). En las células en suspension, ademds del pesa fresco y seca’se .
determinaron otros pardmetros de crecimienta celular que fucron: ef volunicn
del paguete celular (VPC) y nitmero de células (# de cél.) (Cuadro A.10). Con
respecto af volumen del paquete celular ambas especies fueron crecidas cn ef
medio de proliferacion, ef 9 (SH+2,4-D+BA), y el comportamiento fue
sigmoidal (Fig. 11). A pesar de que of error estindar de los vnfores medios fue
en ocasiones casi def 25% de {a media de fos datos (Cundro A.11), esto se .
debié probablemente a la metodologia usadn, ya que al medir ef volumen e
fos células y el medio, y af pesar las células, éstas se quedaban pegadas en
{os diferentes recipientes usados (probeta, matraz, etc.) por otra parte y .
quizé la fuente de varincion mds importante es que ol filtrar (of vacio} ef
medio de cultivo de fas células, of contenido de fumedad que quedd entre
unas y otras muestras fue muy variable. Al graficar ef mimero de célulus
cantra el ticmpa nuevamente se observd un comportantiento sigmoidal (Fig.
11). Para contar fos células se scpararon los conglomerados, esto se logré
_agregando 100 pl de HC1 1N por cada 200 pf de céfulas. Un dato mds que
se euantificé en estos cultivos fue la viabifidad de fas céfulas (Fig. 11), ya
que se abservé que af no subcultivar las células inmediatamente después de
fhaber llegado a (a fase estacionaria, comenzaban a cambiar de un color
amariflo en A. fypochiondriacus y Slanco-amarillo en A. cruentus a un
amariflo ofiscuro y posteriormente café, con el fin de ver si esto ern debido a la
muerte de las células af llegar a fa fuse estacionaria de fa cinética de
crecimiento, as{ como también para ver si la disminucidn de PF y TS en los
primeros 3 dias de (a cinética ern causado por fa wmuerte de fas células, sin
embargo, se observd un comportamicrta estable de {os valores de viabifidad,
este valor nunca fue mayor del 84% y a lo fargo de todo of ciclo of valor de
viabilidad se mantuvo oscilando alrededor del 80% fiasta (legar a fa fase
estacionaria donde comienza a disminuir rapidamente (Fig. 11). Ef tiempa
entre un subcultivo y otro, fue de 21 dins, ya que de otra forma fas células
del cultivo comenzaban a morir y estos ftimos cuftivos eran mds di ffct[cs
de recuperar que los cultivos de callos.
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ctlulas/osml
porcentaje de viabilidad celular y
del volumen del paquete celular/25ml

1é 15 18
Tiempo (dias)

Fig. 11, Afimero de células/25 ml (M A. cruentus; [ A. Aypochiondriacus), viabilidad celular (%) ( %4
cruentus; ~ A. fypochondriacus) y volumen del paquete celular/25 ml (%) (¥ A. cruentus; 8- 4.
hypochondrincus), durante [a cinética del crecimiento de céfulns en suspension en el medio S4+2,4-D+BA.-
En [a figura se muestra [a media de los valores obienidos.



1AL comparar [as tinéticas de crecimiento de [os callos y las células en
suspension se observé que en estas iitltimas ¢l ciclo de crecimicnto s completd

"~ mds rapido (21 dias en células, 27 dias en callos), por otra parte y de acuerdo
a los resultados que se ofituvieron, las células en suspension parecen ser el
“modefo mds apropiado para [a evaluacion de [as cinéticas de crecimiento de
las célulns de amaranto cultivadns in vitro, debido a que se cuenta con una
o -mayor cantidad e pardmetros para cuantificarlo (peso fresco, peso seco,
rittmero e células y volumen del paquete celular), en cambio en callos sélo se

pudo evaluar cn base af peso fresco y peso seco. Ademds en el cultivo de

células en suspension se puede asegurar que todas (as células tienen la misma

e gportunidad de estar en contacto con el medio, no ast en ef cultivo de callos,
i donde sélo una poreidn de fas células tienen contacto con el medio nutritivo.
Z[ pardmetro que se recomicnda para (a cuantificacion de la cinética de
crecimiento de células en suspension es ef peso seco, debido a que en este casi

“ o fiay variacion de una muestra a otra de un mismo cultivo, sin embargo

seria ‘mejor emplear ademds otro pardmetro para asegurar el comportamiento

que siguen las células en su crecimiento celular. ‘El pardmetro que menos se

- .recomienda para cvaluar of crecimiento de las células de acuerdo a fos

it resultados obtenidos es ef volumen del paquete cefufar, ya que en este caso se
‘presentd una mayor variabilidad de los datos obtenidos como se menciond

antes.” La viabilidad, aunque no es un pardmetro que se utilice para evaluar

el crecimiento, es til para observar ¢f comportamiento de fas células en el

‘medio y poder corroborarlo con los datos de crecimiento para tener un

“panorama mds completo de [a cinética celular.

142" REDIFERENCIACION DE CALLOS.

421 ORGANOGENESIS INDIRECTA.

Uno de los objetivos principales del (aboratorio de Biotecnologla, del
‘Centro de Genética del C.P. donde se realizd [a presente investigacion, es la
seleccion de [ineas celulares tolerantes a algin tipo de estrés, principalmente
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Lt _,.SII-[+2,4 D+QL’«1 (Cuadro 4, (9). De esta manera para la
n 1{2 organogénesis.se probaron 12 tratamientos hormonales (Cuadro
6), usamﬁz _como medio Bdsico el SH, y elimindndose el 2,4-D en algunos
imedios y ¢ azf' ciondndose una auxina menos fuerte, como ol ANA, ademds de
citacininas -y giberelinas.  La primera etapa consistié en [a oftencion de
" Brotes a partir de callos de 2, 5, 7 y 14 meses de edad, s probaron difercntes
‘edades debido a que en prucbas previas se observd que los callos respondian
\de diferenite forma, dependiendo de su edad, Ast se transfirieron 2 g de callo
a [os medios para induccidn de brotes, se traté de escager callo con la misma
apariencia, ¢s decir, friabilidad (4x), tasa de crecimiento alta (4x) y de color
blanco-amarillo para A. cruentus y amarillo para A. fiypochondriacus. EL
nitmero de brotes por explante se determing mediante [a apreciacién visual.
La respuesta de [as diferentes edades de callo de A. cruentus y A.
fypochondriacus a las 8 semanas de Raberse transferido a los diferentes
tratamientos mostré que a mayor edad del callo (a respuesta organogénica era
menor, de fiecho en los callos de 14 meses solo s presentaron algunos cambios
en [a friabilidad, en cambio en los callos mds jévenes, se observaron cambios
de friabilidad, color y en algunos casos la fonmacién de estructuras
organizadas (brotes y/o raices) (Cuadro 13). Los medios que tuvieron mayor
efecto sobre el callo en ambas especies fueron principalmente los que
contenfan sélo BA en concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 mgl* (Cuadro 6
tratamicntos 20, 21 y 22). La formacién de brotes y/o raices se dio en los
tratamicntos 20, 21, 22, 25, 28 y 31 (Cuadro 6) para ambas especies, y en A.
fypochondriacus ademds en los medios 24, 29 y 30. Los callos de 2 meses de
edad que formaron estructuras organizadas en ambas especies, cambiaron su
Sfriabilidad ya sea a 2x o 3x, of color en A. cruentus a amarillo-verde, en
ocasiones café y en A. hypochondriacus cambié a color amarillo mds obscuro,
rojo y algunas veces verde y/o café (Cuadro 13). ‘EL mayor miimero de brotes
formados para 4. hypachondriacus fuc cn ef tratamiento 20(0.5 mgf*BA), en
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x[ond'e el porcentaje. d'eﬁasca.f quc pmcntaran Eratcs por tratavucnto Sute dof

T 80% con un pramez{' o de 20 brotes por frasco,. otros medios que presentaron

‘un.alto porcentaje de formacion de brotes Sueron el 21 (1 mgf* BA), 22 (1
.mg[l BA)y ef medio 28 (0.5 mglt ANA+2.0.mgf* K) con un promedio de 10

‘;’Bmtzs por frasco (Fig. 12).. Los medios en fos. que no fiubo formacion de
estructuras organizadas fueron ef 23, 26 y 27 (Cuadro 6), en éstos [a
“concentracion de auxinas (ANA) y citocininas (BA o K) fue de 0.5 mgl!, o
bien, figeramente mayor [a concentracién de K (1.0 mgl*).- En ef caso de A.
cruentus [a respuesta a [a induccién de brotes fue mucho menor que en A.
Aypochondriacus, sin embargo, la respuesta a los tratamientos fuc similar en
[os callos de ambas especies, por ¢jemplo, el medio 20 (0.5 mgl* BA) también
fue ef tratamiento donde el wimero de brotes formados fue el mds alto, 5
brotes por frasco (Fig. 12), en los demds tratamicentos donde se presenté [a
formnacién de brotes fue mucho menor. AL hacer ef andlisis de varianza de los
efectos de [os medios sobre [a induccién de brotes, las diferencias no fueron
significativas para A. cruemtus, pero para A. fiypochondriacus si fiubo
diferencia significativa, por lo que se aplicé [a prucba de medias (Tukey =
0.05, Cuadro A.13). Los valores de induccién de brotes por tratamicnto se
pueden agrupar en tres niveles. Se decidid usar el medio 20 como el medio
inductor de brotes a partir de callos de 2 meses de edad para ambas especies.
Los brotes comenzaron a formarse en {a periferia del callo después de que éste
fiabia cambiado [a friabilidud y color, aproximadamente a [as 4 semanas, En
el tratamicnto 20 y en los demds medios donde se formaron brotes se observé
[a presencia de algunos brotes con apariencia ‘anormal, es decir, fiojas y
talflos deformes. La capacidad de regenceracion de los callos declina con fos
subcultivos subsecuentes, esta declinacion def potencial organogénico es un
fendmeno frecuente del cultivo de callos asociado con aberraciones
cromosémicas agravadas por ¢l 2,3-D y otras auxinas, (Murashige, 1974).
De esta manera en los callos de mayor edad (5, 7 y 14 meses ) no se pudo
obtener [a induccion de brotes y una induccion esporddica de raices. Por otra
parte se fia mencionado el efecto de [as citocininas sobre [a morfogénesis,
sefialando que altas concentraciones de éstas inducen [a iniciacién de brotes,
(Allan, 1981), de esta manera se observé que los brotes y raices en ambas
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“ especies-se iniciaron en [os medios con BA:junto con otras Formonas (auxinas
- 'y’giberelinas), pero siempre. en “mayor concenibracion - {a citocinina (20 (0.5
mglt BA), 21 (1.0 mglBA), 22 (2.0 mglt. BA), 25 (2.0 mglt BA + 0.5 mgl*
ANA) y 31 (2.0 mglt BA + 0.5 mgl! ANA + 0.1 mgl* GA), Cuadro 6). La
..cineting. (K).no ‘tuvo un efecto favorable sobre [a induccion morfogenética,
- 8¢ ha reportado que [a morfogénesis se inicia a partir de células meristemoides
“respondiendo - a-un estimulo se piensa que en este caso fue dado por la
concentracion de BA en el medio, en cambio la auxina ANA y [a giberelina
GA, inkiben el desarrollo de los brotes, s¢ cree que [a giberelina actiia
previniendo [a acumulacion de alinidén y en consecuencia cvita (a_formacion
de’ brotes (Thorpe y Mier, 1982 In: Murashige, 1974), esta acumulacion de
“azicares y de alnidon aumentan durante el periodo critico de desarroflo de
" callos y que antecede a [a iniciacién de brotes.

Los brotes de apariencia “anormal’, con malformaciones en [as fiojas y
vitrificacion se desecharon, quizd esto pudo ser debido -a aberraciones
cromosémicas que frecuentemente se presentan en las células cultivadas in
vitro. L

Los brotes normales se transfirieron a los medios para el alargamiento,
estos medios variaron en la concentracion de sales SH y concentracion. y- ..
combinacién Rormonal (Cuadro 7), donde se midid la longitud inicial que fue
de 1.0£0.5 cm. y su clongacién en cada subcultivo. - En  todos fos
tratamicntos que sc proburon fubo crecimiento de los brotes, sin embargo, se
pudo obscrvar aljunas respuestas diferentes (Fig. 13, Cuadro A.14).Eni los™
medios con 25% de sales y cualquiera de fas combinaciones Rormonales
presentaron [os valores de crecimicnto mds Bajos en ambas especies, por
ejemplo en el tratamiento 38 (ANA+BA) los brotes presentaron un
crecimiento promedio de 0.31 cm. para A. cruentus y 0.12 cm. para A.
Aypochondriacus y los valores de error estdndar fueron en algunos casos de
mds del 50% del valor de (o media (Cuadro A.13), en los tratamientos con
esta concentracion de sales SH. En cuanto a los tratamicntos con [as otras
tres concentraciones de sales SH (50, 75 y 100%) los valores obtenidos fueron
mds o menos iguales, al hacer el andfisis de varianza-de los medios fiubo
diferencia significativa entre [os medios, y al Racer (a prucba de comparacion



CUADRD 13.  Efecto de diferentes combinaciones formonales sobre la induccion Je'éfdtu en callos de Amaranthus
crugntus y Amaranthus Aypochondriacus de diferente edad. | . g ‘

M Amaranthus cruentus Amarantfius hypochondriacus
mientas 2 meses 5 meses 7 meses 14 meses 2 meses 5 meses 7 meses 14 meses
F ¢ z|F czl7 ce{F ce[f celF ce|lF celFcE
20 2 BW b {3x BWO {3 B r {4 B1 0|2x AVRCH | x a8 0\x 2R 0\ d4x MR r
2 | 2B b {3 AC r |3 B2 0|4 BT 0|2 AR b |k AR 0 (% AR r |l 2 0
2 RBW b |3x B1 r (4 B rldx B 5l ARC 6ri3x AR rl3kx AR r (4 AR O
23 | kB o0 |4 B 0 |4 B 0|4 B o |x A ol AR o[« A O0|laa o
% | B 0 {4 A O )4 BA 0|4 B 0| AR 6| A rid A 0|4 A0
25 0 2 B br | dx BAVO |4x B2 0 |4x B 0\ MY | A ol A 0l oA 0
% kB 0 |4 B2 0 {4 B2 0l B 0|4 A ol Aa oA olua o
27 lsxma o0 |4 B r {4 B2 04 B2 0(4 A 0(x A 0!l3x ar o« A0
2 3 BW br{3x BWO |x B0 l4x B1 0|2 ARY br|3x ARVr |3 AR r |4 A 0
2 | 2@ 0 4% B2 0 |4 BA 0|4 B 0|3k MICE |k A 04 A0 |4 A0
30 3x®B1 0 |4x B 0 |4 B 04 BA 03k AR F{x A 0| A 04 A0
31 B b (x A r {3x B 0|4 BT 0 |2x AR |x A rixAaol®w Ar-

F = Friabilidad (valores 1x, 2%, 33y 4%)
C = Color (A-amanillo; B-6lanco: C-café; Rerojo; V-verde)

E = Formacion de estructuras (b-brotes; r-raices).
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Fig. 12, Niimero de brotes por frasco (W A. cruentus; 131 4. fiypochondriacus) y Porcentaje de brotes por _
tratamiento (—¥— A. cruentus; 85— 4. fiypochiondriacus), en los diferentes medios usados en fa

induccién de brotes. En la figura se muestra la media de los valores obtenidos.
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de medias. (Tukey o = 0, 05) se pud'a ver que fas respuestas se pueden agrupar
en dos grupos pnnapal'es, uno con los medios que contienen 25% de sales SH
can algunos otros de” mayor concentracidn de sales pero que contienen
ANA-0.GA; en.el medio, y el grupo 2 con los demds tratamientos. En [a
figura~13 <se-puede ofiservar ef cfecto de las diferentes combinaciones
fiormonales sobre of creciiniento de los brotes, se pueden agrupar en 7 bloques,
+por ejemplo [os bloques que presentaron los valores de crecimiento mds bajo
- estdn compuiestos por ANA y GA, (bloque 2) ANA (bloque 4) y GA, (bloque
... 7). respectivamente, a pesar de que en (a bibliografta se menciona que al GA,
“caitto titil en fa estimulacion de o elongacion de 6rotes de Chenopodium
‘. quinoa entre otras especivs (Burmouf-Radosevich y Paupardin, 1985).
Después otros tres bloques con valores de elongacion intermedios, éstos son el
bloque 1 (ANA y BA), ef bloque 3 (ANA, BA y GAJ y ef bloque 5 (BA y
'GA,), por tiltimo el bloque 6 adicionado solamente con BA, con los valores de
- elongacidn mds altos del experimento para ambas especies. ‘En A. cruentus el

- medio 54 con BA y 50% de concentracion de sales SH fue donde los brotes en
“promedio tuvieron un mayor crecimiento (1.73 cm) seguido por el medio 53
(BA+75% SH) con 1.22 cm y el medio 52 (BA+100% SI{) con un crecimiento

de 1.05 cmn., en cambio en A. fiypochondriacus no se observé tanta diferencia

de crecimiento entre fos medios adicionados con BA y un 50, 75 y 100% de
concentracion de sales SH. ‘En esta ocasion la BA fue el mejor inductor de [a

iz elongacion de los brotes. Finalmente se decidié usar los medios con 50% de
- sales y las combinaciones hormonales donde se presentd un mayor incremento
en la elongacion de [fos brotes (Cuadro 7, 34 (ANA+BR), 42
(ANA+BA+GA), 50 (BA+GA) y 54 (BA)). Conforme se avanzé en los

~ subcultivos se vio que ef medio 34 adicionado con BA y ANA presentd brotes

mids sanos, seguido por los medios con ‘BA (54), con ANA, BA y GA, (42) y

por iltimo el medio con ‘BA y GA,(50). Como se pudo observar los medios con
concentracion de sales del 25% fue insuficiente para los requerimientos
nutricionales de (os brotes, y los medios con 50 y 75% de sales SH fue donde
respondieron mejor fos  brotes.  ‘En algunos brotes se observé el
amarillamiento de {a planta, abscision de hojas y en algunos brotes [a
vitrificacion. ELamarillamiento de las figjas de los brotes se ha reportado que
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Fig. 13. Efecto de diferentes combinaciones hormonales sobre el crecimiento de brotes de A. cruentus () y
A. bypochondriacus ( [53 ). En la figura se muestra la media de los valores obtenidos.




‘ puezfz deﬁerse ala red’ucctdn o lf ﬁcwm:m :ﬁ: [a acthd}uf fbtaszntétxca o
“debido a [a falta de carbokidratos en el medio, por.otra parte:[a caida de
ﬁq;a.c se puede atribuir a la’ prad'uccwn de elifeno ‘gue:cs inducido’ por lds
‘auxinas (Burnouff-Radosevich y fl’aupar:f i, 1985)." También estos autores
-~ reportan. que para reducir. (a:clorosis en_los: brotes' ¢s necesario aumentarel
»fasfator[emd"aenz[merfa. : S R

i Dzspués & permanecerfos brotes en [ns medios. de” L[angacmn por 2
meses se pasaron a 5 diferentes tratanientos para enraisamiento (Cuadvo 8}

estos medios consistieron en sales SF{ sin reguladores de crecimiento, ‘o bicn,
“solamente con auxinas (2,4-D y ANA). La formacién de raices se presentd.,

“en todos los tratamientos y el porcentaje de enraizamiento por tratamicnto - -

“fue como minimo del 75% y mdximo del 95% en A. cruentus y del 80%

"minimo y del 91% mdximo para A. fiypochondriacus, el niimero raices, por
apreciacion visual, fue para ambas especies mayor en ¢l medio que no
contenfa auxinas, y el que tuvo menor wimero de rafces fue el tratamiento
cont 1.0 mgl*t de 2,4-D, sin embargo, en todos los medios [as raices crecieron
muy Bien y presentaron una apariencia vigorosa. Para el enraizamiento de
brotes se decidié usar solamente el medio del tratamiento 60 sin fiormonas de
crecimiento. (Fig. 14, Cuadro A.15). Un aspecto importante que se observd
en los brotes de A. hypochondriacus, fue que al pasarfos al medio de
enraizamiento (Tratamiento 60, Cuadro 8) sc presenté en aproximadamente
un 20% de los brotes (a formacién de flores, fue facil distinguir el sexo de
éstas, ya que las anteras de [as flores masculinas eran bastante visibles. Las
flores que se obtuvieron en forma de pequefios racimos fueron en su mayoria
femeninas, éstas se mantuvieron verdes alrededor de 4 meses, despuds
gradualmente se tornaron cafés o blancas y murieron. Actualinente no es
conocido si la induccién de floracion es debida a causas especificas que
activan el meristemo y subsecuentemente determinan [a floracion de éstas, ya
que también sc ha sugerido que [a edad, reguladores de crecimiento, luz,
requerimientos de carbohidratos, estimuladores ¢ infibidores de la floracién,
etc. pueden inducir (a floracion. En algunos trabajos se fa establecido que
fas citocininas son un requerimiento comin en [a induccién de la floracién,
(Scorza, 1982). ‘En cambio las auxinas fa inkiben y las giberelinas

66



29

#rafces/brote

60 61 62 63 64
Tratamientos e

Fig. 14. Efecto de diferentes ausinas en ef mimero de raices formadas por frotes ( W 2. cruentug
hypochandriacus| y ef porcentaje de raices por tratamiento (4 A. cruentus; ~8- 4. fiypochon ?
En [a figura se muestra la media de los valores obtenidos.



prnmuew:n [n ﬂ'amczan ‘cambiando e[ ﬁraa. de un estm{a juwzm[ a un estado
e f[aracwn, (.Scnrza, 1983);: Tisserat y Galletta (1988) merxcwnan ensu

pn:suntnrce zfcpcndxcm{n “del fatopcnm{o (N:atwna[ Rg:earr:ﬁ
i (1.%4, .Suarco, 1.)86)

fnente determinadas emplricamente y es aiin muy lejana una finea que
ueda extender como modelo a diferentes cultivos. El proceso
cmﬁnogemco se puede realizar con base en tres pasos principales: Induccion,
desarrollo. y germinacion de los embriones somdticos. Al igual que en ef
Aperimento_de organogénesis se probaron cuatro edades de callo para la
induccion de embriones somdticos en ambas especies. Los medios de cultivo
que se uisaron se fueron modificando cada 24 dias (cada subcultivo) ya sea [a
“combBinacién y/o la concentracion hormonal, (Cuadro 9).

‘Ef experimento se inicié a partir de callos con frinbilidad 4%, tasa de
crecimicnto alta y color blanco-amarillo para A. cruentus y color amarillo
“== para A fiypochondriacus. ‘En ninguno de los tratamientos (2, B, C, D y E,
Cuadro 9) se observé una respuesta de rediferenciacion de las células a
embrioides, en algunos callos se formaron raices, pero esta formacion fue
esporddica y antes del siguiente subcultivo se volvian a desdiferenciar. En

A. hypochondriacus la mayoria de los callos presentaron un color rojo que

generalmente al siguiente subcultivo se tornaba café y comenzaban a tornarse

nuevos puntos rojos en ef callo, cuando ef callo permanecié de color café-

disminuyé el crecimiento y su apariencia cambio a viscosa-hiimeda pero la
friabilidad generalmente no cambié. En el 3°, 4° y/o 5° subcultivos de
algunos medios se observé (a formacion de conglomerados de células de forma
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oua[m{a, éstos genera[mente fuemn db ca[ar uerzﬁ: o E(anm-aman[[a en amﬁas
especies, sin embargo, estos conglomerados al suﬁcu[twarfos se tornaron de
cofor café Rasta confundirse con ef resto del callo.’ Sin’ embargo, 1o se puede ,
inferir si estos conglomerados eran grupos. de:células organizadas: o célulds-
meristemdticas, ya que no se Ricieron estudios anatémicos ni observaciones al
microscopio, (Cuadro 14). Se supone que’es probable que Rayan sido grupos:
de células organizadas, ya que se Aa reportado que al reducir sustancialnente. -
o excluir completamente el 2,4-D se induce la embriogénesis . asexual
(Murashige, 1974), sin_embargo, en otros reportes se menciona quc’ [a
cantidad ¢ intensidad de (uz, [a concentracion del ion amonio (N, fa
concentracion de giberelina, ef aumento de niveles de poliaminas, fa
concentracidn de sacarosa, ctc. tienen efecto sobre la embriggénesis. Con
respecto al amaranto, Flores et al, (1982) obtuvieron embrioides en los
medios MS y B, con 2,4-D (3-10 mgl*), sin embargo no pudicron continuar su
crecimiento. Vasil y col. (1982), mencionan que generalmente of callo con
crecimiento lento y compacto tiene mayor probabilidad de formar embrivides
no ast, los callos friables y de crecimiento rapido. También sc fia visto que
células provenientes de embriones inmaduros o inflorescencias jévenes pueden
ser usadas para inducir caflo embriggénico.

4.3 DETERMINACION DE METABOLITOS.

La importancia de establecer las metodologias para [a cuantiﬁcnciéri‘

de algunos metabolitos que tienen importancia a su respuesta al sr sometidos. " ..~

a estrés o de su tolerancia en este trabajo, radica en que es la base para poder:
realizar posteriormente estudios sobre [a respuesta qummzca de fas (ineas’

celulares a diferentes tipos de estrés. En este trabajo se obtuvieron resultados
satisfactorios en todas [as metodologias establecidas e.\ccpta of z{c g[u:ma
betaina y aminas cuaternarias.




CUADRO 14.
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la 'in'e'tbrfa[og{d para la cuantificacion de aminodcidos totales se
udicron determinar las concentraciones de’ aminodcidos satisfactoriarnente
rfumntc fa cinética de crecimiento de callos y células en suspension de ambas
Spl.cwsrrfc amaranto (Fig. 15, Cuadro A.16). La mayor concentracion de

“aminoicidos se presentd entre of 6° y 9° dfa de cultivo, que corresponde a fa
- fase. caponcncm[ de crecimiento, después la concentracion disminuye
- progresivamente.  ‘En numerosos reportes se fia  mencionado que fa

concentracion de los solutos en las células vegetales varia af ser sometidos a
‘algin tipo de estrés. Por ejemplo, Iraki, et al. (1989), fia obscrvado que
células sometidas a estrés safino acumulan grandes cantidades de
aminodcidos y aziicares como una forma de balancear osméticamente of
citoplasma con la vacuola que ésta a su vez acumula grandes cantidades de
NaCl. Por otra parte también se fia obscrvado que los cultivos que producen
altos niveles de prolina, ésta funciona como indicador de la sensibilidad de fa

- planta.a [a deshidratacién asociada al cstrés. La proling juega un papel

importante en el proceso de recuperacion post-estrés del metabolismo. Esta

acumulacion puede ser usada como sustrato de nitrégeno, carbon o como
- fuente de energla (Aloni y Rosenshitein, 1982). Otros autores mencionan

ademds que los aminodcidos, en especial {a profina, puede ser una adaptacion

-al estrés hidrico acumullndose grandes cantidades de éstos, sin embargo, su

papel en el ajuste osmético o de desintoxicacion de sofutos ro estd claro ain.
(Stewart y Lee, 1974 In: Aloni y Rosenslitein, 1982; Handa et al, 1983;
Vance y Zacerr, 1990).

Heysen 9" Nabors (1981), encontraron que [a concentracion de
aminodcidos en las células adaptadas a estrés, y su aumento en las células
puede funcionar como una estrategia para impedir (a penetracion de solutos
téxicos y de esta manera tolerar el estrés. Jones et al, (1980) mencionan que
{os aminodcidos hacen una cuantificacion significativa (18%), en particular
fos cambios de prolina relocionados con [a disminucién en el potencial
osmético y en [a turgencia de la planta actuando como soluto compatible con
el citoplasma.
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Fig. 15.  Concentracién de aminodcidos totales durante [a cinética def crecimiento de: callos (~=— A. cruentus;

—— 4, hypockondriacus] y células en suspension (—¥- A. cruentus; —8- A. fypochondriacus). En (a
figura se muestra [a media de los valores obtenidos.




4.3.2 RMMM‘IM

Ln concentracién de amaranting en cc[u[as y callos de [as dos cspccuzs
de amaranto se. pudo cuantxfcar .fatwfactanamznte con fa metodologla.
descrita-en este’ trabgjo. "La mayor concentracién de amaranting durante
‘toda [a cinética de crecimiento fue para [os callos de A. fypochondiiacus de--
‘un mdximo de 6.23 mg/g de peso fresco (Fig. 16, Cuadro A.17), ya que en’ A,
crientus fue de 0.5 my/y de peso fresco. En las células en suspension de 2.
cruentus no se observé mds de 0.2 mgly de PF de amaranting. E[
comportamiento que siguid [a concentracion de amarantina en la cinética de
crecimiento fue de una concentracion baja al principio y al final de {a curva,
y una concentracion mds alta en la fase lincal y cxponencial de fa curva.
Ademds se observo (a fenolizacion de la amarantina al final del ciclo de
crecimiento, este fendmeno se fia reportado que es debido a la presencia de
fitofiormanas, deficiencia de fosfato, o alteracién en los carboftidratos (Berlin
¢t al, 1986), también se fia reportado que las betacianinas responden a fa
influencia del p3(, la temperatura, oxigeno y la actividad del agua para su
produccion. (#uang y Von Elbe, 1986). Por otro lado se determing que éstas
se sintetizan como consecuencia de cambios en ef estatus hidrico del tejido
(trasplante, estrés hidrico y salino o {a liberacion de éstos), pero si persiste
este estrés, es infibida fa produccion de betacianinas, tal ves esta respucsta
sea un mecanismo asociado al ajuste osmébtico. (Velizquez, 1990).

4.3.3 AJTRATOS.

La técnica para [a cuantificacion de nitratos se observd que fue [a
adecuada, [a concentracién de nitratos fue similar en las células y callos de
ambas especies, es decir, se presentd durante (a cinética un aumento .y
disminucion de nitrato (Fig. 17, Cuadro A.18). En estudios con células de
Bouvardia ternifolia se ha mencionado que ef papel del nitrato’ es como
osmoregulador (Sdnclhiez, ‘E., 1989). También se fia encontrado que.en las
células en suspension con diferentes concentraciones de nitrato se presenta el
fendmeno de entrada y salida de nitrato, y cuando las células permanecieron

73



Concentracién de amarantina
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muestra [a media de los valores obtenidos. B
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Fig. 17.  Concentracién de nitratos durante [a cinética def crecimiento de callps (—— - 4. cruentus; ‘—— 4.

Fypochondriacus) y células en suspension (¥ A. cruentus; ~8- 4. fypochondriacus). En fa figura se -
muestra la media de [os valores obtenidos.



- por mds d'c 24 fioras sin nitrato, éstas exputfsarzm el nitrato que’ tenfan

almacenado y z{cspués lo volvieron a tomar. También se fia observado que en:
presencia de potasio aumenta (a entrada y salida de nitrato y sin sacarosa
ésta disminuye (Gutiérres, 1990). Heysen y Nabors (1981) observaron quela-
concentracion de. nitratos aumenta en las céliifas adaptadas a safiidad. Se .

cree que el ‘incremento en {a concentracion de nitrato es debido- a-una...::

réduccion de (a actividad de la nitrato reductasa (Jones gt al, 1980}.

4.3.4 k PROTEINAS.

[ La metodologta para fa cuantiﬁcaéi&ﬁ de proteinas quedd establecida,-

“enlos callos y las células en suspension de ambas especies de amaranto; la

cantidad de protefnas se mantuvo mds o menos costante durante toda [a
cinética de crecimiento (Fig. 18, Cuadro 2A.19). En los callos de A. cruentus
se obscrvé un incremento en (a cantidad de [as proteinas entre los 12 y los 21

. dias, después ésta disminuyé drdsticamente, en ef caso de callos de A

hypochondriacus el incremento de protefnas fue mucho mayor en este mismo
periodo.  Como se puede observar ¢n la Fig. 15, [a concentracién de
aminodcidos disminuye af mismo tiempo en que se da el incremento de
protefnas (Fig. 18), lo cual indica que la disminucion en (a concentracion de
aminodcidos se debe a su utilizacion para la_formacién de protefnas de las
células. También, al igual que los anteriores metabolitos se fia reportado un
aumento de proteinas (tres veces mds ) en células adaptadas a estrés salino

‘que en fas células no adaptadas (#siao, 1973; Handa et al.,, 1983; Iraki et

al, 1989). Hisemann (1981) reporta que [a acumulacién de proteinas
solubles comienza cuando las células son transferidas a un. medio fresco, con
{o cual hay una gran demanda de aminodcidos.

4.3.5 REDUCTORES TOTALES ¥ SACAROSA.

La cuantificacién de reductores totales y sacarosa durante [a cinética
de crecimiento de callos y células en suspensién tuvieron un comportamiento
sintilar, con un incremento en la concentracion de ambos en [a mitad de [a
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' cinética de crecimiento, es decir, durante [a fasc lineal (fig. 19 A y B, Cuadro
-20), este incremento_en (a fase fineal pucz{c indicar que cs en esta fase
donde- se - tiene una mayor demanda’de_aziicares por las células, quisd
nece:ana.f para. su crecimiento y su pastmar multiplicacién. Este incremento
se 'fa. observado én células sometidas a estrés salino, absorben en (a vacuola
. ‘gfamfc.r cantidades de NaCly en-su citoplasma acumulan grandes cantidfes
de aziicares y aminodcidos con el fin de reafizar el ajuste osmético (Iraki et
al,1989). Tambiéri se ha mencionado que cuando [as células entrar-en [n
fase estacionaria del crecimiento fiay una acumulacion de clorofifa, aziicar y
aliidén. (Hsiao, 1973; Hiisemann, 1981). Por otra parte s¢ menciona que [a

" concentracion de sacarosa y de reductores totales aumenta en las células

....adaptadas a PEG, contribuyendo de esta mancra al gjuste osmético de las

células, sin embargo, el mecanismo por el cual se acumulan min no'se fia” 7
establecido, pero pucde ser debido a un incremento en [a hidrolisis. del
almidon, su sintesis por otras aminas, o [a conversion en otros productos.
(Jones, et al., 1980; Heysen y Nabors, 1981; Hasegawa, et n_[.’, 1986):

4.3.6 sz[ﬂ.s CUATERNARIAS Q’gLIcm(ﬂ qzzqzw\m

La metodologia para [a determinacidn de aminas cuaternarias y g[lcma
betaina no fue la adecuada, ya que se necesita usar una metodologia mds
sensible, debido a que (a concentracién de estos metabolitos en los callos y
células estudiados es muy pequeiia y no se alcanzé a registrar por este
método. Es importante establecer bien (a metodologia para [a cuantificacion
de estos metabolitos, debido a que éstos tienen un comportamiento
importante en las células sometidas a estrés, por ejemplo el papel que tiene (a
glicina betafna cs similar al de (a prolina antes mencionada y. af de [os
metabolitos antes mencionados sobre su papel en el ajuste osmético y su
influencia en {a compartamentalizacion de los solutos en el citoplasma.
(Storey y Wyn-Jones, 1975; Jones, et al, 1980; Hanson y Hitz, 1982;
Handa, et af,, 1983). k
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Fig. 19, Concentracién de reductores totales y sacarosa en A. cruentus (A)
y A. hypochondriacus (B) durante la cinética de crecimiento de
calfos (= Reductores totales; - sacarosa) y céfulas en suspension
(e Reductores totales; <=~ sacarosa). En ln figura se muestra (a
media de [os valores obtenidos.




es tcnfc.c, sicido necesario para esto [a este
agua, alcofiol, bactericida e hiipoclorito de:

3. La respuesta del explante a [a induccion de'callo varié dependiendo de
{a edad y tipo de explante empleado.  Se sugiere como mejor explante
para la induccion de callos [a.f fiojas cotiledonarias de plintulas de 7
dias po:genmnuczan

S 4. - Se'establecio el cultivo in yitro del Amaranto, de esta forma el mejor
"L tratamicnto a fa induccion de callo (mds rdpida y mayor cantidad de
callo) | fue ef formado por (as sales del medio bdsico SH mds [a adicion
de 2,4-D (1.0 mgl’) y BA (0.5 mgl-1), no obstante la induccion de callo
=“se “observé” en " todos los tratamientos empleados, siendo un factor
comitn [ presencia de auxina en el medio.

5.1 Para el mantenimicnto y proliferacion de los cultivos de callos y células
S en suspension, el medio éptimo fue el mismo que se empleé para fa
induccién.

6. . " Seestablecid [a metodolggia para ef seguimiento y cuantificacion de la
cinética de crecimiento del cultivo de callos y células en suspension.
Cormo mejor pardmetro para su cuantificacion se sugiere el peso seco en
ambos modelos, células y callos, y el peso fresco también en callos. EL
comportamiento que siguié [a cinética de crecimiento fue una curva
del tipo sigmoidal (fase lag o de reposo, fase exponencial, fase lineal y
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11,

" medio bésico SH.

~suspensién .de ambas especies de Amaranto. .. Los metabolitos

ciclo” se: completd en
e[u[as en suspeyuwn en 21 dias.. . -

u bsec ntes “de esta manera slo se cstaﬁl'ecw [a
ar- Erates “de. ca[[os r{e dos . meses de cz{ur{ of

dio Mstca SHyla at{!ctun de BA (0.5 mgl*):

Para:la’ e[angactan de fos brotes no fue necesario agregar ef 100%' de
las sales del medio bdsico S5, de fiechio [os brotes respondieron mejor

ds vigorosos)-a los miedios compuestos por ef 50% de fas safes defl.:

- medio bésico S, en cuatito a fa-combinacion formonal parece ser que

responden mejor a a combinacién de auxina (ANA) y citocininas (BA).

Para [a induccin de raices en los brotes solo es necesario transferirfos -
a un medio {ibre de hor compuesto solamente por las sales de

No se pudo establecer [ metodologin pa'rar la im[ucr.:idn e
embriggénesis somdtica a partir de callos de 2,5, 7 y 14 meses de mfm[ 5

Se establecieron [as técnicas cu{anmetncas para [ cuantt Geacidn d'e
metabolitos durante (a cinbtica de crecimiento de callos y ¢élufas en

evaluados fueron: aminodcidos totales, amaranting,”
protelnas, reductores totales y sacarosa. En el caso particular de la.:
glicina betafna y aminas cuaternarias es necesario modificar [a téerica. "
para que pueda registrar fos niveles que estdn presentes en (s células:
en condiciones normales de cuftivo. Todos los ‘metabolitos que e
evaluaron tienen importancia en ef estudio de-[as rcspucstas de. [as [T
plantas y/o de (as células vegetales cultivadas in vitro al estre: I'z{r{ncon G
y salino. :




12. Cmno conc[usmn general se puca% Jecxr quc quczfamn establecidas (as
* bases’ para que ¢ ﬂmamuta “pueda ser usaido’ como modefo Gioldgico
il para afwarsos tstuz{' ios, po cmp[a marfagenmcas (organagénesis,

;  (respuestas de fas célufas of
{:‘comoen [a micropropagacion y
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C'ZLQDR_O A1 Composicion bbsica de [a.f mexﬁas d’e cu[two cmpl’cm{as para e[
cultivo in yitro de A. cruentus y A ﬁl ﬁt(gacf gm{nacus

_ Compuesto T LT Concentracion - gl
: o SsH B

Aombre Formula MS

Macronutrientes
AGtrato de amonio NHNO,
Nitrato de potasio KND,
Cloruro de calcio CaCl, 290
Sulfato de magnesio  2Mg$0,.70
Fosfato de potasio KHPO,
_’}'a?ato de sodio NILPO, H.0

Sulfato de amonio (AN3).. 730
Fosfato de amonio NHILPO,
Micronutrientes
Acido bérico 7,80,
Sulfatode manganeso  MnSO,43.0
Sulfato de zinc 2n50,.7H:0
Yoduro de potasio xI :
Molibdato de sodio NaMo0,.29{,0
Sulfato de cobre CuS0,.59,0
Cloruro de cobalto CoCl,63L0 -
Sulfato ferroso Fe50,.7H,0 .
EDTA (2Na) Coth 260:Ne: 2760
Otros factores de
crecimiento CI:.0¢
Mio-inositol CHNO,
Acido Njcotinico CHy, o
Piridoxina-HCl CH CEN0, 30,
Tiamina-HCL e s
Fuente de carbono
Sacarosa
Agar
9L

Tomado de: Murashige y Skoog, 1962; gamlimy et
Hildebrandt, 1972,
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CUADRO a3 chcto de . diferentes medios bdsicos y conccntracwnes _/
combinaciones *fiormonales sobre la mt[uccmn {{e; calloen &-
cruentus (A.C.) y 4. ﬁygoc/ hondriacus (A%,

=2 E

BheheYNEs

64x11 B 86x3.2

c&: fos ua[orz.f * error e:tzind’ar

Las [etras representan las separacién de medias por la prucba de TuKey (0t =
0. 05). En cada columna la misma letra representa valores e.ftaz{z.:ttcamcntc
. iguales. -

Descripeién de tratamientos en el cuadro 4.
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‘ C'llz!DRQ A4 Ciniética r[e[ crecimiento z{c ca[[as d'c A, cruentus z[c.sarra[[m[as en

astﬁmfur.

los. medios MS(1), B,(5) y SH{O). !Medla de los valores + error -

Tratamientos

: 5\£S(1) B, (5) SH(9) i i
PF@) PS(mg) PF(g) PS(mg) PF(g) . BS(mg)- |-
0.5+.01 20£2.5 0.5%.01 20£2.5  0.5+.01 202.5.
0.54£.05 .- 2434  0.54+.03 24£3.6 - 0.53£.03" ... 24%2.0: -|
7 0.68x.03 2632 0.59+.03 25%3.5 . 0.73x.02 . L28%33 |7
“'0.98+.09 32+5.6 0.98+.05 29£4.2 7 1.22%015 70433208
153210 . 43xd.7 1.72+.09 58+3.9 ... 2.16+.19.: 1 71£3.8. |
296+.19 - 103+5.1 2.60+.15 110+6.5 " 3.26+:28- 113:4 § oS
35925 132253 2.97:.18 128+8.3 - 3.62%.23 . 135+3.9.
o 3.73£.29 . 183x84 349£09 - 171x5.1° . 3.89+35:  182x36
349£.23  146£9.1 3.50£.23  149x5.7 . 4.52x37 ' -189%3.5,
v 42631 - 173x7.3 3.38+32 - 145%9.1: - 4.25£.51 183£9.3::
" 4.01x.30 16363 3.30x.31 162£9.6 1 4.20%.52-;

Bs =

Peso seco ; - PF. = Peso fresco.
‘ Descnpcum de trammumtos Cuadro 4.

179+6.9

Rpﬂl.s’ Cmétua del crecimiento de callos de ﬂ. ﬁr[gacﬁand'nacu.;
: desarrollados en los medios de cultivo fMS‘{l},
. Media de los valores x error estdndar.

5( 5) y 5—'}[(9)

Tratamientos

045 (1) “B,(5) SH(9)
PF)  TS(ng) PFl) PS(mg) PF() BS(mg)
0.5+.01 20:2.5 0.5+.01 20+2.5 0.5+.01 20x2.5
0.55+.03 23+3.1 0.55+.05 2422.9 0.55+.06 24x3.1
0.73%.07 24+3.6 0.74+.05 29+3.3 0.74x.21 28+3.1
1.38+.10 35+3.7 1.23x.07 42+3.6 1.82+.33 47+3.7
2.39+.09 . 6.7£52 2.08+.11 71£4.0 . 2.54x41 83x4.0
2.78+.21 104+4.9 3.14%.15 109+3.8 3.57+.29 127+8.0

~ 3.76+.19 128+50 - 3.50+.15 140+3.8 4.13x.38 169+3.9

2 4.082.32 169+7.3 3.75+.09 183+5.3 4.84+.41 200£4.5 .
4.37+.30 169x+8.6 3.96+.26 189+9.3 5.09+.53 212+6.1
4.36+.31 187+7.3  391+.23 195£9.6 52348 213+9.3
4.25%.30 182+64 3.52+.25 181+9.1 5.10+.33.

2109.5

v{é_s‘:

Peso seco ; PF = Peso fresco

Descripcion de tratamientos. Cuadro 4.
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‘Cine'h'ca del crecimiento de callos de A. cruentus desarroflados

en el medio Bdsico SH y  diferentes  combinaciones y

“concentraciones hormonales.

Tratamientos "
Eg 9a 96 ¢ LS

L) BS(mg) )  PS(mg)  TFE) PS(mg) #F)  PS(mg)  PFg)  PSfmg)

0. :0.5+.01. 20%2.5 0.5:01 20+25 0.5+01 20x25 0.5t01 20£2.5 0.5+01 21225
TU3T 052403 24528 052803 2426 0.53£.03 23226 052503 24227 - 049£.02 24228
6 73£.0] 28+3.0 0.24%.03 27230 0.72£.04 28£2.6 0.73£05 2728 0.64+.0) 28+28
A 23%.06 43%2.8 116+.04 4333 149205 45%3.1 1.59%.09 44£3.0 1.08+.05 '41+33
$n12,0 0 216206 72+4.0  2.10%.09 71x3.5 197205 €9+29 20308 70+31 1.52%.10 @ 64%3.5
15 3.26+.12 110+3.9 299£.10 105+4.1 2.65+.10 89+3.0 2.68+.15 88+3.0 197+10 76x34
18 036416 136243 151309 138£53 287£.09 111242 3.04x.12 126£3.0 - 230£.11  82+4.1
217 3.89%.15 181242 J85+.10 179+48 3.18+.09 122x45 362£12 135%3.9 2.20+.11 85xd.7
24 4.52+.21 189£53 4.09:.15 181343 3.56%.10 145$6.2 399+.15 172%43 2.99+.04 89+53
27 45020 189549 408+.15 181%51 3.56+.12 144%64 399+.19 172238 293t.04 . 83:50
30 4.29+.20 185+6.1 4.09.18 181x56 3.52£.21 146261 3.97x.19 17242 2.96%.19 -87+5.1

PF = Peso fresco; TS = Peso seco.
* Media de valores + error estdndar.
Descripeién de Tratamientos. Cuadro 5.

CUADRD A.7 Cinética del crecimiento de callos de A. _m@c_
desarrollados en el medio bdsico SH y diferentes combinaciones y
concentraciones formonales.

Tratamientos”
Dias 9 Ha 96 ¢ 9d
T TwR(g) T PS(mg)  1¥(g)  PS(mg)  #FG)  PSimg)  PFg)  PSing)  PFG)  PSimg)
0 . 05:01 20£25 05:.01 20£25 0.5:01 20%25 0.5£01 20%2.5 05501 20£2.5
3 054205 M4x25 055£.06 24:27 049:01 23%25 05402 24228 0.5:01 24226
6 . 0.73x05 28%29 076t.06 29:33 0.74+.03 29+3.0 075505 28+29 0.63+.01 2526
9 1.80+.08 46£2.8 1.59£.06 43£2.9 099103 42£3.2 1.72+.06 45£3.5 099+£.03 39x29
12 2.56£00 83x30  LIEE07 75465 1.96x.09 78+£3.5 235+.03 78%3.7 186506 70x33
15 355202 122x39 3.50£.09 121£34 3.06%.12 120%3.5 34910 122£36 215209 73£39
18 41003 16754.5 4.02x.16 161x19 332x.03 152440 4.03+10 161£3.8 2.75:.10 89x4.2
21 4.81x3 201245 456200 193:47 37303 180840 472x13 202538 301x.13 92243
24 50408 209253 48714 199:48 3.74%.13 180840 495:13 203£43 3.51:13 126201
27 5.10x.21 208%6.0 47016 196£53 372202 179+4.0 4.99:21 205+49 346+.12 128259
30 506+.24 209x5.9 459£.23 197552 3.70+16 179+39 4.98+31 203£54 339:.13 124262
PF = Peso fresco; PS = DPeso seco.
* Media de valores + error estdndar
99
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C‘UZDRD /’l 8 Cmétzca z&[ érecimiento de células en suspension de 4. cruentus
. desarrollados en los medios de cultivo MS(1), B(5) y.S.’F[(.‘?)
‘Tratamientos”
. B,(5) SH(8)
SUPSng) U PF).  PS(mg) - PFE) - PS(mg)
2113310 25801 13%10 25+01 13%1.0
L 12%1.9 23204  12%15 . 2303  13x2.3
38+33 53£.06 4126 5802 47%3.4
79429 163206 6530 2.26%.09 99+2.9 .
132%30 29418 138+29 438x.10 183x4.5
166+3.9 -3.61%.22 17138 - 5.61%.26 - 209239
182+4.5 399229 184%54 6.44£.29 236%4.3
206+6.3 4.62£.29 19458 637£37 233+56
205257 4.58£32 19761 6.19+.35 233x5.7
27 5.18+40 205:+84 4.57+30 196+74 6.19t41 22357

PF = Peso fresco; PS = Peso seco.
* Media de los valores = error estdndar,
Descripcidn de tratamientos. Cuadro 4.

‘ CUADRO A9 C(Cinética del crecimiento de células e
Aypochondriacus ksarra[[ad'as en [os: mec
5(5)_1{5}[(-9)

Tratamientos

Dlas Ms(1) B(5) -
PFG)  PS(mg)  PFG). - PS(myg)

0 . 25:01 13%10 - 25%01 - 1310°
3. 22306 12%27 24204 13%2.
6 ° .d6£.09 46224  49:.08 47£24°
9 99+.11 88+33 1.06+17 92236
12 203+.19 12638 2.05:22 128+3.9 5.73%.28  216+3.5
15 2.74£.28 154x40 29222 . 156%4.3 6.10+34° 221%3.6
18 © 3.59+33 22146 36134 22243 7.08+37 271%3.6
21 4.85%31 229%5.7 4.42%35 228%4.5. 6.99:49 270+4.5
24 4.83£d0 226%53 4.18+38 224140 6.54+.63  265:4.8
27 4.79£39 22454 4.31%35 226%5.1  648+.58  264x5.1

PF = Peso fresco; PS = Peso seco.
* Media de los valores + error esténdar.
Descripcion de tratamicntos. Cuadro 4.
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A crueritis y A
A+2,4-D).

A, ‘ﬂwacﬁond'riactu

w24
c27

597431 + 16883
571494 14319
575712 + 21145

15918 £ 549
32376 + 1574
63128 + 3692
148221 + 8206

326295 + 10537
496114 = 17921
564192 + 24169
674821 + 19895
672214 + 22438
674212 + 24096

% Media de [os valores obtenidos = error estdndar.

CUADRO A.11 Volumen del paguete celular durante [a cinética del crecimiento
del cultivo de célulns en suspensién de A. fiypochondriacus en ef

medio 9 (SHyBA+2,4-D).
- % del volumen del paquete cefular/25 ml de medio

Dias A. Cruentus A. Hypochondriacus
0 1.8 £ 05 1.8 + 03

3 36+ 12 54 £ 1.2

[ 9.7 + 30 169 = 35
9 199 = 39 34.2 & 6.1
12 225+ 4.5 39.7 = 59
15 313+ 63 463 % 123
18 437 + 87 515 £ 11.7
21 49.5 £ 11.3 543 + 154
24 483 % 11.9 562 +.13.7
27 47,6 +:14.2 51.9 139

i Mczfi@z de [os v;.[qru:nﬂfenizfg: :erroresttim{ar :




C’LMDRQ .ﬂ 12 E’orcnntaje ‘zfe‘maﬁx[zdad' z[z [a.\‘ cé[ufa.: en suspension durante
cméhc’ del crecxmwnto zfc /’L cruentus y A fypochiondriacus en

4. fiypocliondriacus
81 12
7t 16
6 81'%°13
9 83 x 12
22 8% 16
ST S TR 84 14
18 82 %16 8+ M
- = 21 82+ 13 82+ -
. o 80 16 8% 17
27 71 15 72 207
30 61 = 21 56+ 20

* Media de valores = error estdndar,

cwwxp A.13 Efecto de diferentes combinaciones formonales en [a induceion’.” H
de brotes a partir de callos de A. cruentus (5!6) y g

Aypochondriacus (A.9)

- # brotes/frasco * % formacidn de 6ram/¢ramrm}zn to”*
Aa.C. AH. A a.9H,
20 51x172 200163 A 100052 8001324
21 11+025 103+191 AB 60038 760+092 AR
22 101163 AB 50061 80.0::039 AB
e z’" ’:,0» . E e = 0 ....-._. —
Lo 24 56+036 B 0 6502047 .sm
25 [30%039 B 30+ 046 480066 B
26 A FROEE / B - 0 0 .
27 [ B 0 - [/ 0 -
28 41+180°" 1014084 AB 60039 520%039 B
29" =0 67+152 B o 360+065 B
30 S0 - 43+073 B 0 500039 B
31 221054 33x036 B 4.0+ 045 380+072 B

* Media de [os valores = error estdndar.
Descripcién de tratamientos, Cuadro 6.
Las letras (A,/B) representan [a separacién de medias por [a prueba de Tukey
{0 = 0.05). Lamisma letra representa valores estadisticamente iguales.
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C’lIﬂDRO ﬂ.14‘ ’Eﬂcto ‘e diferentes - combinaciones  hormonales y
: . concentraciones’ "de sales del medio SH sobre el crecimiento de
Broles de AL cruentus sy 2. Aypochiondriacus.

Incremento de (a longitud del brote

A. hypochondriacus *
52 x 12

J8 x .12

BesRBhik

1N
[>%

setabyshikskhRy

BOHHH R H R

N e LT

RREEkkbRikpk

REReES

* Media de valores  error estdndar.

Descripcion de tratamientos en el Cuadro 7.

Las letras (A,B) representan [a separacién de [as medias por [a prueﬁa de
Tukey (ot = 0.05). La misma letra representa valores estadisti

iguales.
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C'ZMDR,OR 15 ‘Efecta de diferentes tipos y- concentraciones e auxinas:en la
"7 induccion  de rafces en brotes -de

- Aypochondriacus.

A cruentus y A

#rafees / brote *

% formacién rafces / tratamiento *

A. fiypochondriacus Aguentus 2, fiypochondriacus
256 & 1.7 273 £ 23 98 £ 05 93 = 10
213 = 24 205 % 19 95+ 12 99 = 08
24 % 10 102 + 17 80 + 09 80 = 10
182 x 13 157 £ 13 63 £ 22 91 = 17
105 = 1.1 99 = 09 75+ 30 83 % 26

* Media de los valores + error estdndar.
‘Descripcién de tratamientos en el Cuadro 9.

CUADRO A.16 Concentracisn de aminodcidos totales durante (o cinética del
crecimiento de callos y célulns en suspension de . cruentus
(4.C.)y A. Aypochondriacus (A..).

Dias allos Peso fresco Células pg/g Peso fresco
Aa.C. AH. a.C. A9,
0 3197 3997 4315 4015
3 4512 6315 6218 6265
13 6121 7112 7415 6971
9 6012 6589 7124 5946
2 5814 5873 6415 5372
15 4721 3980 5319 4324
18 2986 2421 4010 3994
21 2014 1513 2918 3100
24 1573 1227 2124 2218
27 1845 1796 2200 1997
30 1612 1620
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CWRD A 7 Canzentraczan de amaranting durante ld cmet‘ l[e[ crecimiento -
i e callds i células en suspension. de'A. cruentus’ (A.C) y a.
fugzacﬁanlnacus (a. .'I{) ) :

> AC‘ZJ.FEDRQ .‘41 18 Carlceutracwrt de nitratos durante {a cinética del crecimiento de
callos y células en suspensin de A. cruentus (A.C) y A

hypochondriacus. (A.5)

. Callosuglp Pesofresco .~ __Células yualy Peso fresco .
Dt ‘allos j1g/a Peso élulas Peso fresco
AC. A, AC. AA.
0 124 146 1.1 12
3. 34.1 223 3.7 184
6 271 29.1 283 279
9 214 178
Sz 84 93
LIS 289 212
w1855 110 5
21 69 58
B TRt T Xy 100
270 128 \

30 2100




C‘ZM@.R_O A.19 Concentraciin z{e pmte{uus r[urante [a cinética’
s -+callos: y células “en- suspensidn de:
ggaﬁliand'nacus. (as). ;

’D[asf
SR el

u[[as

Peso

aH

o

1627

|snsnsng ‘.n,;;

<3272
2197
1865
2874
4236

7274
5826
5368,

5485

3912

2215
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APENDICE
SECCION B
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EPR;EPE.‘R,F[CI ONDE REACTIVOS »

ﬂmmaécu[a: tata[e.s. ’

el reactwa Je Mnf u[rma

U Reactivo A ffer'de cltrato: 0 2. M {5 0*1) agregar par cada 50 m[ & ﬁuﬂ'er
S oosg deSnCl, .

Reactivo B Q‘bmar 10 'ml de reactivo A y ‘agregarle 04 g de ninkidring
TLITIN T previamente” disuelta en 10 ml de etilen glico-monometil-eter. (en
“obscuridad).

Aminas cuaternarias y glicina betaina.

Para activar (a resina Dowex-50W se [avé con aleofiol etifico caliente (al
96%), después con agua desionizada y se le agregé HCL 0.1 M durante 1 hr.,
Sfinalmente se neutralizé lavando con agua desionizada (aproximadamente 6 veces).

Reactivo de Dragendoff ~ Mezclar partes iguales de XI 2.45 M y BiND, 0.35 M

AGtratos.

E{ dcido salicilico se disuclve con deido sulfitrico concentrado.

Protefnas.

Reactivo A Mezclar en partes iguales CIC, dodecil sulfato de sodio (SDS) al
"10%, hidréxido de amonio (NaOH) 0.8 Ny agua desionizada.

CTC = Na,CO, (10%) + CuSO,.5H,0 (0.1%) + Tartrato de Np y X
(0.2%).

Reactivo B Reactivo de Folin-Ciocalteus (1:7).

s b 109 -



“Disolver en 80 ml de agua, 2.5 g de carbonato de sodio
anfiidro, 2.5 g de tartrato de sodio y potasio, 2.0 g de
: icarbonato de sodio, 20 g de sulﬁzm de sodio anﬁufro,
“diluir a'100 ml y filtrar.

"' Disolver en 50 ml de agua que contenga 50Tm[ de
deido sulfiirico concentrado 7.5 g de .fu{fato d'e co[ ire
pentafiidratado.

21 ml de solucién B + 25 ml de solucién A (prepararlo minutos antes =
“de Racer [a determinacion).

..Reactivo II- Disolver 45 ml de agua que contenga 2.1 ml de deido sulfiirico .
‘ - concentrado, 2.5 g de Molibdato de amonio. Aparte disolver en 2.5
ml de agua, 0.3 g de arsenato de sodio feptafiidratado y agregarlos a
{a solucién anterior, despacio y con agitacién constante, aforar a 50
m{ e incubar en bafio de agua a 55°C durante 30 min.
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