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RESUMEN

Enlosestudios correspondientes a seleccionar un medio
de cultivo adecuado paracultivar IN VITRO raices de Beta
vilgaris empleandoun medio liquido contenidoen matraces
agitados, se cuantificé el incremento de lamasa celular y la
cantidad de pigmentos que se producen durante dicho cultivo
enun periodo de 35 dias, El mejor medio encontrado fue el
BS al 75% de sales y con 0.1 mg/lt de ANA (dcido
naftalenacético).

INTRODUCCION

EnMéxico aligual que en muchos otros pafses se estin
empleando colorantes de tipo sintético en laelaboracién de
alimentos paraconsumo humano y se hacomprobado queen
su mayorfason toxicas, es porestarazon que desde hace ya
varios afios el hombre quiere sustituir estas sustancias
quimicas sintéticas porcompuestos naturales. Muchos colores
(principalmente el rojo) y sabores de importancia en la
industriade alimentos se pueden obtener de plantas, algas,
microorganismos y otros. El empleo de plantas para la
extraccionde pigmentos de origen natural se harealizado
desde hace tiempo, pero con el inconveniente de que en
algunos casos los rendimientos son bajos y la produccion es
dependiente de los cultivosen campo. Una altemativaque se
contempla como viable, es el uso de cultivo de células y
tejidos vegetales IN VITRO, que permite asegurar una
cantidad y calidad mas uniforme de los productos, asi como
tener un control y la capacidad de modificar el medio
ambiente.

Elcultivo de tejidos vegetales hasido establecido para
numerosas especies vegetales. Se haempleado cultivo de
células en suspension obtenidas de callo, el cultivo de raices
tanto normales como transformadas en medios liquidos. De
los colorantes que se han logrado obtener utilizando este tipo
de técnicas se tiene a: benzopiranos (antocianinas, flavones
y flavanones), betalainas (betacianinas y betaxantinas),
carotenoides (carotenos y xantofilas), clorofilas y quinonas.

Las betalainas son una clase de pigmentos que son
solubles en agua producidos por plantas y algunos hongos
superiores. Este grupo estd formado por dos subgrupos: las
betacianinas, de color rojo a piirpura y las betaxantinas, de
coloramarillo anaranja. Estos pigmentos tienen las siguientes
propiedades, son sensibles al calor, luzy oxigeno y suuso se

limita aalimentos en un rango corto de pH dcido.

Bohm y Rink (1988) obtuvieron betalainas de cinco
familias de plantas (Amaranthus, Beta, Chenopodium,
Phytolocca y Portulacca) todas producen pigmentos de
ambos tipos acumulase en vacuola.

Existen algunos reportes de investigadores que han
trabajado en la produccion de estos pigmentos, empleando
cultivode células o cultivode raices. Lostrabajos encontrados
en laliteratura son:

Altaconcentracion de betacianinas fue obtenidaen el
cultivo de células de Chenopodium rubrum (Berlinetal.,
1986). Este cultivo pudo acumular arriba de un 1% (peso
seco)debetacianinas bajo condiciones 6ptimas de crecimiento
afadiendo tirosina al medio de cultivo como precursor.
También se encontrd lapresenciade diferentes betacianinas
(amarantina, celociana, betanina y sus corrrespondientes
insoformas) asociadas con dos betaxantinas (vulgaxantinal
y vulgaxantina II) fueron también encontradas en
Chenopodium rubrum.

Otros trabajos realizados con cultivo de Chenopodium
rubrum (Domenburg y Knorr, 1993; 1995)y Beta vulgaris
(Kilby y Hunter, 1990; 1991), y “hairy roots” de Beta
vulgaris (Dilorio et al.,, 1993) emplearon varios
procedimientos de permeabilizacion (por ejemplo, pulsos
de campo eléctrico, altapresion, sonicacion y tratamiento
térmico), encontrando que en raices adventicias, que fueron
inducidas de betabel (Beta vulgaris L. cv. Detroidark red)
porinfeccion de la plantacon Agrobacterium rhizogenes, y
ademas cantidades significativas de pigmentos (betaina y
vulgaxantina I) al sercultivadas en matrases agitados.

Tayay colaboradores encontraron que después de un
perfodo de 35 dias de cultivo de raices transformadas de Beta
vulgaris L. cv. Detroi dark red y un posterior reposo 2 dias
mds del 20% de los pigmentos totales intracelulares
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acumulados se liberaban al medio de cultivo (Tayaetal.,
1992).

Misawa y colaboradores obtuvieron un método parael
aislamiento de betaina de cultivos de callo y células en
suspension de Phytolacca americana. Ellos obtuvieron 32
mg de pigmento crudo por gramo de tejido seco (Maisawa et
al,, 1973).

En cultivos de células en suspensién de Amaranthus
tricolor lapresenciade cinetina esesencial paralainduccién
dela sintesis de amarantina e isoamarantina en oscuridad.
Adicionalmente sehaobservadoun efecto sinergistaentre la
luzy laaltaconcentracion de cinetinaen laproduccién IN
VITROde betacianina (Bianco-Colomas y Hugues, 1990).

Este trabajo tiene por objetoseleccionar entrelos medios
reportados, un medio adectiado paracultivarraices normales
y poder posteriormente compararlo con los de produccion
porraices transformadas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron semillas de Beta vulgaris
L. cv. detroi dark red. Las cuales se seleccionaron por su
mayor porcentajede germinacion.

Las semillas empleadas se muestran en lafotografial,
éstas se esterilizaron empleando el siguiente método: lavado
con agua y extran por 24 hrs,, tres enjuagues con agua
destilada, tratamiento con etanol al 70% por 30 seg., 2
;lq?;aguesoonagunmmem'il, tratamiento con cloralex

%.

Las semillas tardan en germinar en un promedio de 10
dfas +2, y las pldntulas se tardan 27 dfas 3. El iempo de
germinacion de las semillas se midié el % de germinacion,
los resultados se muestran en latabla 1.

L]

Lassemillas unavezesterilizadas, se colocaron en medio
MS sin reguladores. Las raices se cortaron y se pasaron a
medios como MS, BS y White adiferentes concentraciones
de sales (100%, 75% y 50%)y empleando como regulador
de crecimiento ANA (dcido naftalenacético) 0.1 mg/lt, se
cuantificé lamasa celular en base al peso seco de las raices

y el contenido de pigmento en dichas raices se determiné
usando espectrofotémetro visible/UV modelo lamda 1,
previamente se separaron las betacianinas y betaxantinas por
medio de cromatografia de intercambio i6nico.

En la figura 1 se muestra un diagrama de flujo de la
metodologia empleada.
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|
Esterilizacion
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|
T Cultivo de raices
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de semillas medios liquidos
|
Cuantificacion del
peso secoderaices
|
Cuantificacion de Extraccion y
pigmentos a540y separacionde los
478 nm pigmentos

FIG. 1 Diagrama de flujo de la metodologia empleada

RESULTADOSY DISCUSION

Las plantulas obtenidas se muestran en la fotogratia2, de
las pléntulas obtenidas se cortan las raices y se pasan 3-4
segmentos de2 a3 cmde longitud (previamente pesados)
queincluya laparte apical a matraces erlenmeyer de 100 ml
con 50 mlde cadauno de los diferentes medios alas distintas
concentraciones desales (100%,75% y 50%), enla fotografia
3 se muestran el cultivo de raices en un matraz agitado. Los
resultados se muestranen latabla 2.

TABLA 1. % degerminacién encontrado en las semillas de Betabel utilizadas.

Variedad de semilla Tiempo de germinacion % de germinacion
dias
Beta vulgaris cv. detroi dark red 1002 2° 80
Betavulgaris cv. crosby s egyptian 10+4 50
Betavulgaris cv. cardenal 113 25

*Media, * desviacion standar a partirde 20 replicas.
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TABLA 2. Datos cinéticos del cultivo de raices en diferentes medios de cultivo

Peso seco deraices de Beta vulgaris (g.) en diferentes medios de cultivo

Tiempo medio de cultivo
(dias)| MS BS White
100% 5% 50% 100% 75% 50% 100% 5% S0%

media Ofmedia Ofmedia O Jmedia O fmedia Ofmedia O |media O Jmedia O fmedia O
10153 .16] 16 18] 157 .15] 15 A7 1.6 14) 145 17)145 150143 10§ 140 .16
I8 180 141 195 181169 A7) 19 16] 30 131 19 20119 .16)187 13185 15
281260 18] 29 18] 24 a8j 28 .19) 37 a9] 28 44f 28 20 28 a2] 26 21
351230 .I9i 39 A8} 30 16]355 18]425 171 36 16] 36 14) 37  19{345 13

En la tabla2 se muestra que el medio mas adecuado es el
BS con una concentracién de sales del 75% y que las
caracteristicas de las rafces obtenidas son: color amarillo,
con muchas rafces laterales (secundarias) en las raices
primarias.

Enelmedio White y MS se producen raices de colorrojo
y sin raices secundanias, aunque la velocidad de crecimiento
€s menor.

En latabla 3 se muestra la cuantificacion de pigmentos
en diferentesexplantes analizados,

Comparando los resultados obtenidos con los reportados
en laliteraturapara raices transformadas, observamos que es
menor tanto lacantidad de masa celular de raices como la
cantidad de pigmento producido. Con respecto alacontenida
en raiz de laplanta in vivo se puede verque los valores son
muy similares.

CONCLUSIONES
|- Seobtuvo un sistema paracultivo de raices normales,

el cual muestra el comportamiento cinético de crecimiento
de las raices.

2.-Secuantificd y se compard laproduccionde pigmentos,
comprobandose queel sistema de raices transformadas es
mis productivo.

3.- Se logré la liberacién del pigmento al medio,
empleando el método de aplicar reposo por 24 horas después
delaagitacion y las raices al resembrarse en medio nuevo,
continian creciendo y produciendo pigmento.

4 - Elmejor medio encontrado fue el BS conun contenido
de sales del 75% y con 0.1 mg/lt de ANA (ac. naftale-
nacético).

TABLA 3. Cuantificacién de las betacianinas (540 nm) y betaxantinas (478 nm) en diferentes explantes

CANTIDAD
EXPLANTE ANALIZADO DEPIGMENTO
obtenido mg/g de raiz seca
540 nm 478 nm

Betabel (raiz) 5.5 2025 29" £025°

Hojas 44 +0.20 38 £0.15

Tallo 63 £0.17 35018

Raices normales 41 £021 29 x 0.17
Raices transformadas 29-64 £0.19 52-10.1 £ 0.15

*Media *desviacién standard N iguala 10
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