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RESUMEN

El amaranto (Amaranthus hypochondriacusL.) es importante
por su contenido proteinico alto, pues el valor nutricional de
su grano se debe, en parte, a la cantidad de proteinas superior
ala de otros cereales. Los granos se forman en las inflorescen-
cias y su arquitectura depende de que el crecimiento sea de-
terminado o indeterminado. Mediante microscopia electréni-
ca de barrido y técnicas de clareo se obtuvieron imdgenes de
los cambios morfoldgicos del meristemo apical durante el ci-
clo de vida de la planta. Ese tejido permanecié indiferenciado
en el fenotipo indeterminado y la inflorescencia fue espigada,
el meristemo apical detuvo su actividad con la formacién de
cada flor terminal, lo que originé un desarrollo sincronizado.
El desarrollo de la inflorescencia en el crecimiento determi-
nado no presentd traslape fenolégico. Las ramificaciones de
este tltimo fenotipo fueron mds cortas. Las semillas de plan-
tas con crecimiento determinado fueron més pesadas que las
de crecimiento indeterminado. El estudio de la morfologia
del meristemo apical podria ser base para el andlisis de aspec-
tos morfogenéticos del desarrollo, que a la vez, sean sustento
para el mejoramiento genético y manejo agronémico de A.

hypochondriacus.
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ABSTRACT

Amaranth (Amaranthus hypochondriacus L.) is important for
its high protein content, as the nutritional value of its grain
is due partly to the amount of protein higher than that of
other cereals. Grains form in the inflorescences and their
architecture depend on whether growth is determinate or
indeterminate. By means of scanning electron microscopy
and thinning techniques, we obtained images of the
morphological changes of the apical meristem during the life
cycle of the plant. That tissue remained undifferentiated in the
indeterminate phenotype and the inflorescence was spiked,
the apical meristem stopped its activity with the formation of
each terminal flower, originating a synchronized development.
The development of the inflorescence in determinate growth
did not present phenological overlap. The branches of this last
phenotype were shorter. The seeds of plants with determinate
growth were heavier than those of indeterminate growth. The
study of apical meristem morphology could be the basis for
the analysis of morphogenetic aspects of development, which
at the same time are support for the genetic improvement and

agronomic management of A. hypochondriacus.

Key words: Amaranthus hypochondriacus L., indeterminate

growth, determinate growth, apical meristem, seed.
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INTRODUCCION

| conocimiento de la ontogenia del meristemo

apical en plantas, en transicién a la fase re-

productiva, es atil para entender los aspectos
morfogenéticos del desarrollo y es base para estudios
fisiolégicos de mejoramiento; ademds, puede apoyar
en la toma de decisiones en el manejo agronémico
de los cultivos. El cultivo de amaranto (A. cruentus,
A. caudatus y A. hypochondriacus) es de gran interés
por el consumo mundial de su grano en el mundo
(Ayala ez al., 2012). Lo cual puede atribuirse a su va-
lor nutritivo, por la cantidad y calidad alta de su
proteina, que supera al trigo (77iticum aestivum L.),
el arroz (Oryza sativa L.), la avena (Avena sativa L.)
y el maiz (Zea mays L.); ademds, la proteina de ama-
ranto contiene mas cantidad de lisina, deficiente en
otros cereales (Venskutonis y Kraujalis, 2013). En-
tre las propiedades nutracéuticas identificadas en el
amaranto estdn su proteina libre de gluten, que es-
timula el sistema inmunolégico, y otros compuestos
nutracéuticos con efectos hipercolesterolémico, anti-
cancerigeno y antioxidante (Venskutonis y Kraujalis,
2013).

La forma de la inflorescencia tiene una influen-
cia alta en la produccién floral y el rendimiento de
los cultivos (Ju et al., 2012). Las inflorescencias se
desarrollan desde pequenos grupos de células pluri-
potentes conocidos como meristemo apical, el cual
primero produce hojas y después cambia durante la
transiciéon a un meristemo inflorescente, el cual ori-
gina meristemos laterales que producen o se diferen-
cian a meristemos florales. El estudio de la ontogenia
del meristemo apical, con la subsecuente aparicién
de una flor terminal, se ha hecho en muchas especies
y se conoce como crecimiento determinado (Coen y
Nugent, 1994; Bradley ez al., 1996, 1997; Cremer et
al., 2001; Ezhova y Penin, 2001; Penin ez al., 2004).
Las plantas de crecimiento determinado pueden ser
de interés para el mejoramiento genético con la fi-
nalidad de uniformizar madurez, facilitar la cosecha
mecanizada y uniformizar el tamafio de semilla (Es-
pitia ez al., 2012). El objetivo de nuestra investiga-
cién fue estudiar la morfologia del meristemo apical
en plantas de crecimiento determinado e indetermi-
nado en la especie de A. hypochondriacusy su influen-
cia en el tamano de la semilla. La hipétesis fue que la
morfologia del meristemo apical estd relacionada con
el tipo de crecimiento en A. hypochondriacus, el cual
tiene un efecto sobre el tamano de la semilla.
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INTRODUCTION

he knowledge of ontogeny of the apical

meristem in plants, in the transition to the

reproductive phase is useful to understand
the morphogenetic aspects of development and is
the basis for physiological improvement studies;
in addition, it can support decision-making in the
agronomic management of crops. The cultivation
of amaranth (A. cruentus, A. caudatus and A.
hypochondriacus) is of great interest for the worldwide
consumption of its grain (Ayala ez al., 2012). This
can be attributed to its nutritional value, due to
the quantity and high quality of its protein, which
surpasses wheat (77iticum aestivum L.), rice (Oryza
sativa L.), oats (Avena sativa L.) and corn (Zea mays
L.); in addition, the amaranth protein contains more
lysine, deficient in other cereals (Venskutonis and
Kraujalis, 2013). Among the nutraceutical properties
identified in amaranth are its gluten-free protein,
which stimulates the immune system, and other
nutraceutical compounds with hypercholesterolemic,
anticancer and antioxidant effects (Venskutonis and
Kraujalis, 2013).

The shape of the inflorescence has a high
influence on floral production and crop yield (Ju ez
al., 2012). Inflorescences develop from small groups
of pluripotent cells known as apical meristem,
which first produces leaves and then changes
during the transition to an inflorescent meristem,
which originates lateral meristems that produce or
differentiate to floral meristems.

There are several studies about the ontogeny of
the apical meristem, with the subsequent appearance
of a terminal flower in many species and is known
as determinate growth (Coen and Nugent, 1994,
Bradley er al., 1996, 1997, Cremer et al., 2001;
Ezhova and Penin, 2001; Penin ez 4/., 2004). Plants
of determinate growth may be of interest for genetic
improvement in order to uniformize maturity,
facilitate mechanized harvesting and standardize seed
size (Espitia ez al., 2012).

The objective of our research was to study the
morphology of the apical meristem in plants of
determinate and indeterminate growth in the A
hypochondriacus species and its influence on the size
of the seed. The hypothesis was that the morphology
of the apical meristem is related to the type of growth
in A. hypochondriacus, which has an effect on the size

of the seed.
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MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Las semillas de una planta heterocigota de A. hypochondria-
cus se sembraron para producir las inflorescencias de plantas con
crecimiento determinado e indeterminado. Estas fueron avanza-
das hacia homocigosis por el método de descendencia de una
sola semilla (Fehr, 1993), se seleccionaron plantas determinadas
e indeterminadas y se hizo el avance generacional hasta tener una
poblacién homogénea de cada fenotipo. Las siembras se realiza-
ron en charolas de 200 cavidades, en un sustrato comercial (Peat
Moss Sunshine Mix 3). Las plantas se regaron cada tercer dia.
La semilla de la quinta generacién se sembré para el estudio de

meristemos apicales.
Preparacién de las muestras

Los muestreos de las plantas se realizaron desde emergencia
y hasta floracién. El meristemo apical fue descubierto con pinzas
de diseccidn y las observaciones se realizaron con un microscopio
estereoscopico (S8 APO, Leica, Alemania) para determinar su
estado fenoldgico. La morfologia del meristemo apical se observé
con un microscopio electrénico de barrido de presién variable
(EVO LS40, Zeiss, Alemania), acoplado a una platina peltier con
amplitud de temperatura de =25 a 50 °C a 50 Pa con tempera-
tura ambiente de 17 °C (Deflen EVO® XVP*® Coolstage, Reino
Unido), y la muestra se fijé a la platina mediante una cinta con-
ductiva de cobre. En todos los experimentos se mantuvieron las
siguientes condiciones de operacién: alta tension (EHT) 20 kV,
Fil I Target 2.508 A, distancia de trabajo 22 mm y Spot Size de
600=%5. Las micrografias se capturaron a 164X, 200X, 800X y
1.00KX de magnificacién con una resolucién de 1024x768 pixe-
les en escala de grises. En este formato se asigné una escala de gri-
ses con 0 para el negro y 255 para el blanco. Después se tomaron
nuevas muestras y se colocaron en solucién Herr’s (fenol: hidrato
de cloral: 85 % d4cido ldctico:xileno:aceite de clavo[1:1:1:0.5:1])
(Acosta-Garcia y Vielle-Calzada, 2004), por 24 h y se observéd
con un microscopio compuesto (Axio Scope. Al, Zeiss, Alema-
nia) para analizar la estructura anatémica del meristemo apical.

Para analizar la morfologia de los fenotipos determinado e
indeterminado se recolectaron cinco plantas de cada tipo de cre-
cimiento en una etapa fenoldgica madura, es decir, al término
del ciclo de crecimiento. Para determinar el efecto del tipo de
crecimiento sobre el rendimiento, se tomaron 25 plantas F, de
cada tipo de crecimiento. Cada inflorescencia se dividi6 en tres
estratos (basal, medio y apical), y en cada estrato se dividieron las
ramas en base y dpice. La semilla se separé de cada fragmento de

la inflorescencia y al azar se contabilizaron por triplicado 1000

MATERIALS AND METHODS
Biological material

We sowed the seeds of a heterozygous plant of A
hypochondriacus to produce the inflorescences of plants with
determinate and indeterminate growth. We moved them forward
towards homozygosis by the single-seed method (Fehr, 1993),
selected determinate and indeterminate plants and made a
generational progress until obtaining a homogeneous population
of each phenotype. We did sowings in trays of 200 cavities, in a
commercial substrate (Peat Moss Sunshine Mix 3). Plants were
irrigated every third day and we planted the fifth generation seed

for studying apical meristems.
Sample preparation

We conducted plant samplings from emergence and until
flowering. The apical meristem was disclosed with a dissection
forceps and we observed it with a stereoscopic microscope (S8
APO, Leica, Germany) to determine its phenological status. The
morphology of the apical meristem was observed with a variable
pressure scanning electron microscope (EVO LS40, Zeiss,
Germany), coupled to a peltier stage with a temperature range
of =25 to 50 °C, at 50 Pa, at room temperature of 17 °C (Deflen
EVO® XVP* Coolstage, United Kingdom), and the sample
was fixed to the stage by a copper conductive tape. In all the
experiments, we maintained the following operating conditions:
high voltage (EHT) 20 kV, Fil I Target 2.508 A, working
distance 22 mm and Spot Size of 600+ 5. The micrographs were
captured at 164X, 200X, 800X and 1.00KX magnification with
a resolution of 1024x768 pixels in gray scale. In this format, we
set a gray scale with 0 for black and 255 for white. Afterwards we
took new samples and placed them in Herr’s solution (phenol:
chloral hydrate: 85 % lactic acid: xylene: clove oil [1: 1: 1: 0.5:
1]) (Acosta-Garcia and Vielle-Calzada, 2004), for 24 h and
observed it with a compound microscope (Axio Scope, Al,
Zeiss, Germany) to analyze the anatomical structure of the apical
meristem.

To analyze the morphology of the determinate and
indeterminate phenotypes, we collected five plants of each
growth type in a mature phenological stage, that is, at the end
of the growth cycle. To determine the effect of the type of
growth on the yield, we took 25 F, plants of each growth type.
Each inflorescence was divided into three strata (basal, middle
and apical), and in each stratum the branches were divided
into base and apex. We separated seeds from each fragment of
the inflorescence, and counted at random in triplicate 1000

seeds of each of the sections of each plant and weighed them
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semillas de cada una de las secciones de cada planta y se pesaron
en una balanza analitica. El disefio experimental fue de bloques
completos al azar, los datos se analizaron con el procedimien-
to GLM del SAS y las medias se compararon con la prueba de
Tukey (p=0.01).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tipos de inflorescencias y su efecto en
el tamafio de semilla

El crecimiento de la inflorescencia en A. Aypo-
chondriacus es normalmente indeterminado. En las
plantas modelo Arabidopsis y Antirrhinum las inflo-
rescencias determinadas se han caracterizado por la
aparicién de una flor terminal en el dpice de las ra-
mificaciones (Coen y Nugent 1994; Bradley ez al.,
1996; Cremer ez al., 2001; Ezhova y Penin, 2001;
Penin ez al., 2004). Sin embargo, las inflorescencias
determinadas en el género Amaranthus estin repor-
tadas solo para A. caudatus (Kulakow y Jain, 1987)
y A. edulis (Sauer, 1950). Espitia (1994) describi6 la
presencia de crecimiento determinado en A. Aypo-
chondriacus raza Azteca (Figura 1).

Durante el desarrollo de las inflorescencias deter-
minadas e indeterminadas en A. hypochondriacus las
fases fenoldgicas de ambos fenotipos fueron iguales
durante la fase vegetativa y la transicion a fase repro-
ductiva; sin embargo, en el crecimiento determinado
después del establecimiento de un nimero variable
de primordios se diferencia el dpice en una flor ter-
minal.

Para analizar si el tipo de crecimiento de la in-
florescencia afect6 el rendimiento se analizé el peso
de las semillas en ambos genotipos. Entre los tipos
de crecimiento el peso de 1000 semillas fue diferente
(p=<0.01): 0.676 g para las plantas de crecimiento
determinado (Figura 2A), las de crecimiento inde-
terminado (Figura 2B) presentaron mayor peso en
los estratos medio, luego el apical y el basal tuvo el
menor peso. En los amarantos de crecimiento deter-
minado (Figura 2D) el mayor peso de semilla se en-
contré también en el estrato medio, luego el estrato
apical y el estrato basal tuvo el menor peso. Lo ante-
rior tiene sentido ya que la floracién inicia en la parte
media de la inflorescencia, de ahi se mueve hacia el
meristemo apical y muy probablemente la floracién
en la parte basal de la inflorescencia suceda al mismo
tiempo que la floracién en la parte apical. Es decir,
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on an analytical balance. The experimental design consisted of
randomized complete blocks; we analyzed data with the SAS
GLM procedure and compared the means with the Tukey test
(p=<0.01).

RESULTS AND DISCUSSION
Types of inflorescences and their effect on seed size

The growth of the inflorescence in A
hypochondriacus is usually indeterminate. In the
Arabidopsis and Antirrhinum model plants the
determinate inflorescences are characterized by
the appearance of a terminal flower at the apex of
the branches (Coen and Nugent 1994, Bradley ez
al., 1996, Cremer et al., 2001, Ezhova and Penin,
2001; Penin et al., 2004). However, the determinate
inflorescences in the Amaranthus genus are reported
only for A. caudatus (Kulakow and Jain, 1987) and
A. edulis (Sauer, 1950). Espitia (1994) described the
presence of determinate growth in A. hypochondriacus
Aztec race (Figure 1).

During the development of the determinate and
indeterminate inflorescences in A. hypochondriacus
the phenological phases of both phenotypes were
equal during the vegetative phase and the transition to
the reproduction phase. However, in the determinate
growth after the establishment of a variable number
of primordia, the apex emerged as a terminal flower.

To analyze whether the type of growth of the
inflorescence affected the yield, we analyzed the
seed weight in both genotypes. Among the types
of growth, the weight of 1000 seeds was different
(p=<0.01): 0.676 g for the plants of determinate
growth (Figure 2A); those with indeterminate
growth (Figure 2B) presented greater weight in the
middle strata, whereas the apical and basal ones had
the lowest weight. In the amaranths of determinate
growth (Figure 2D) the highest seed weight was also
found in the middle stratum, while the apical stratum
and the basal recorded the lowest weight. This makes
sense as flowering begins in the middle part of the
inflorescence, from where it moves towards the apical
meristem, and flowering in the basal part of the
inflorescence will most probably happen at the same
time than the flowering in the apical part. That is,
there is competition between the flowers of the two
strata, the movement of photoassimilates is greater

towards the apical part (Bertin, 1995) and this could
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Figura 1. Planta de Amaranthus hypochondriacus A) Inflorescencia de crecimiento indeterminado, B) inflorescencia de creci-
miento determinado, C) ramificacién en inflorescencia indeterminada ,y D) ramificacién en crecimiento determinado.

Figure 1. Plant of Amaranthus hypochondriacus A) Inflorescence of indeterminate growth, B) inflorescence of determinate
growth, C) branch in indeterminate inflorescence, and D) branch in determinate growth.

hay competencia entre las flores de los dos estratos,
el movimiento de fotoasimilados es mayor hacia la
parte apical (Bertin, 1995) y esa podria ser la razén
de que el menor peso de la semilla sea en el estrato
basal, tanto en amarantos de crecimiento indetermi-
nado como determinado (Marcelis, 1993). Es proba-
ble que al inicio de la floracién en el estrato medio

be the reason that the lower weight of the seed is in
the basal layer, both in amaranth of indeterminate
and determinate growth (Marcelis, 1993). It is likely
that at the beginning of flowering in the middle
stratum there is no competition for seed filling by the
basal and apical strata; therefore, the highest weight
of seeds is in the middle stratum.
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Figura 2. Peso de semilla de plantas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus) de los dos tipos de crecimiento (A), estratos de

inflorescencia (B y D) y posicién en las ramas (C y E).

Figure 2. Seed weight of amaranth plants (Amaranthus hypochondriacus) of the two growth types (A), inflorescence strata (B and

D) and position in the branches (C and E).

no haya competencia para el llenado de semilla por
los estratos basal y apical, por lo cual el mayor peso
de semillas estd en el estrato medio. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Ramirez er al.
(2012), respecto al crecimiento mayor de la semilla
en estratos medios y apicales. Respecto a la posicién
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These results agree with those reported by
Ramirez et al. (2012) regarding the greater growth of
the seed in the middle and apical strata. In relation to
the position in the branch in indeterminate growth
(Figure 2C), there were significant differences and
the apical position presented greater seed weight. In
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en la rama en el crecimiento indeterminado (Figura
2C), hubo diferencias significativas y la posicién api-
cal presenté mayor peso de semilla. En el crecimiento
determinado (Figura 2E) no hubo diferencias entre
los tres estratos, lo que sugiere un crecimiento homo-
géneo durante la inflorescencia.

Las inflorescencias determinadas e indetermina-
das de A. hypochondriacus pueden ser simples o com-
puestas, esta caracteristica varia de acuerdo con la re-
gién en la cual se cultive y muestra asi una plasticidad
fenotipica importante. En inflorescencias determina-
das se observé la aparicién de la flor terminal en la
cima del eje principal y en las ramificaciones florales.

En las inflorescencias indeterminadas las ramifi-
caciones primarias fueron mds largas, m,idieron de
4 a 15 cm y la distancia entre nudos fue mds peque-
fia, 0.2 cm; por lo tanto fueron inflorescencias con
mayor niimero de ramificaciones florales. Asi, hubo
inflorescencias de primero hasta quinto orden, una
caracteristica no presente en inflorescencias deter-
minadas. En este tltimo fenotipo las ramificaciones
primarias midieron en promedio 10 cm y la distancia
entre nudos vari6 de 1 a 2 cm. En ambos fenotipos las
ramificaciones presentaron un crecimiento basipétalo
organizado en glomérulos. El crecimiento determi-
nado tuvo glomérulos mds complejos o aglomerados
(Figura 3I) a diferencia del crecimiento indetermina-
do, debido a que las ramificaciones primarias deriva-
das del eje principal no ramifican y, por lo tanto, la
produccién de flores se da a nivel de glomérulo y no
de rama (Figura 3H).

El crecimiento determinado presenté mayor peso
de semilla, lo cual le confiere ventajas agrondmicas al
cultivo como mejor calidad de semilla y de industria-
lizacién. Esto puede dar como consecuencia la mayor
utilizacién de variedades de crecimiento determina-
do que, ademds de no presentar traslape fenoldgico,
facilita la cosecha mecanizada al tener mayor unifor-
midad en la madurez (Espitia ez al., 2012).

Sistema de floracién en A. hypochondriacus

La estructura de la inflorescencia en plantas de A.
hypochondriacus estuvo compuesta por un conjunto
ordenado de ramificaciones florales y éstas se deriva-
ron en su regién mds distal de las yemas axilares lo-
calizadas entre el peciolo de la hoja y el eje principal.
Durante la etapa de maduracién y alargamiento de la
planta, el eje principal estuvo compuesto por un con-
junto repetitivo de nudos que aparecieron a lo largo

the determinate growth (Figure 2E) there were no
differences between the three strata, suggesting a
homogeneous growth during inflorescence.

The determinate and indeterminate inflorescences
of A. hypochondriacus can be simple or compound,
depending on the region in which they are cultivated,
and thus shows an important phenotypic plasticity. In
determined inflorescences we observed the terminal
flower placed at the top of the main axis and in the
flower branches.

In the indeterminate inflorescences primary
branches were longer, they were 4 to 15 cm long
and the distance between nodes was smaller, 0.2
cm; therefore, they were inflorescences with a
greater number of floral branches. Thus, there were
inflorescences from first to fifth order, a characteristic
not present in determinate inflorescences. In this last
phenotype the primary branches were on average
10 cm long and the distance between nodes varied
from 1 to 2 cm.

In both phenotypes, branches showed an
organized basipetal growth in glomeruli. Determinate
growth had more complex or agglomerated glomeruli
(Figure 3I), unlike indeterminate growth because
the primary branches derived from the main axis do
not branch and, therefore, the production of flowers
occurs at the glomerulus level and not at branch
(Figure 3H).

Determinate growth presented greater seed weight,
which confers agronomic advantages to the crop, like
better seed and industrialization quality. This can
result in greater use of determinate growth varieties
that, in addition to not presenting phenological
overlap, facilitates mechanized harvesting by having
greater uniformity in maturity (Espitia ez a/., 2012).

Flowering system in A. hypochondriacus

The structure of the inflorescence in plants of
A. hypochondriacus was composed of an ordered set
of floral branches and these emerged in the most
distal region of the axillary buds located between the
petiole of the leaf and the main axis.

During the stage of maturation and elongation of
the plant, the main axis was composed of a repetitive
set of knots that appeared along the main axis and
from which caulinar leaves grew, supported by a
petiole; this occurred during the vegetative phase
of the plant and the floral branches during the

reproductive phase. However, we found interspersed
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Figura 3. Diferentes etapas de flores femeninas y masculinas de Amaranthus hypochondriacus: A) flor femenina en desarrollo
tempranoy a su lado se puede observar el 6vulo de la flor contigua, B) flor femenina compuesta por tres estigmas,
tres tépalos internos y dos tépalos externos, C) flor femenina en etapa de maduracién de la semilla, D) llenado de
semilla, E) distintos grados de maduracién de las flores, F) flor masculina acompaifiada de dos flores femeninas, G)
ramificaciones secundarias en inflorescencias indeterminadas, H) ramificacién secundaria determinada, I) glomérulo

determinado y J) glomérulo indeterminado.

Figure 3. Different stages of female and male flowers of Amaranthus hypochondriacus: A) female flower in early development and
next to it the ovule of the contiguous flower can be observed, B) female flower composed of three stigmas, three internal
tepals and two external tepals , C) female flower in stage of maturation of the seed, D) seed filling, E) different degrees
of flower maturation, F) male flower accompanied by two female flowers, G) secondary branches in indeterminate
inflorescences, H) determinate secondary branching, I) determinate glomerulus, and J) indeterminate glomerulus.

del eje principal y desde los cuales crecieron hojas
caulinares, sostenidas de un peciolo; lo anterior du-
rante la fase vegetativa de la planta y las ramificaciones
florales durante la fase reproductiva. Sin embargo, se
encontraron hojas entreveradas en la inflorescencia.
La distancia entre los nudos se acorté en la zona cer-
cana al dpice. El crecimiento helicoidal de nudos y
véstagos florales a lo largo del tallo fue similar en am-
bos tipos de crecimiento; sin embargo, la diferencia
radicé en la posicién de las flores y las ramificaciones
de los véstagos laterales. En las inflorescencias deter-
minadas, las flores terminales aparecieron de forma
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leaves in the inflorescence. The distance between the
knots shortened in the area near the apex.

The helical growth of knots and floral stems
along the stem was similar in both types of growth;
however, the difference was in the position of the
flowers and branching of the lateral shoots. In the
determinate inflorescences, terminal flowers appeared
adjacent to the stem in the axilla of the bract and at
the end of the lateral branch. In the indeterminate
inflorescences the floral production was indefinite
during the life cycle of the plant and branching was
observed in lateral shoots (Figure 3G).
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adyacente al tallo en la axila de la bréctea y al final de
la rama lateral. En las inflorescencias indeterminadas
la produccién floral fue indefinida durante el ciclo de
vida de la planta y se observaron ramificaciones en
véstagos laterales (Figura 3G).

Biologia floral

Amaranthus hyponchondriacus es una planta mo-
noica (Espitia ez al., 2010). El proceso de transicién
floral en A. hypochondriacus ocurrié gradualmente en
direccién basipétala, el meristemo de la inflorescen-
cia es el responsable del establecimiento de una serie
de meristemos florales (Figura 3A), los cuales dardn
forma a las ramificaciones florales o se diferenciarin
en los 6rganos de las flores (Figura 3B). La floracién
en ambos tipos de crecimiento (determinado e inde-
terminado) ocurrié de manera gradual y se observé
organizada en cimas dicdsicas las cuales en su con-
junto formaron glomérulos (Figura 3E). Las prime-
ras estructuras florales que se desarrollaron fueron los
6rganos de las flores masculinas (Figura 3F). En pri-
mera instancia los tépalos externos, tépalos internos y
finalmente los estambres. Hubo un niimero variable
de flores en cada glomérulo. Las flores estaminadas
se encontraron en las bifurcaciones de la estructura
floral. En inflorescencias determinadas una flor ter-
minal crecié de forma axilar, directamente del tallo o
bien en la cima de las ramificaciones florales y en la
cima del eje principal. En inflorescencias indetermi-
nadas una flor inicial estaminada fue seguida por un
namero indefinido de flores pistiladas, y el conjunto
de ellas dio origen a los glomérulos; este crecimien-
to reiterativo continu6 durante el ciclo de vida de la
planta. Una flor terminal aparecié en el eje principal
y ejes secundarios de inflorescencias determinadas
mientras que, a nivel de glomérulo, continué la pro-
duccién de flores. El desarrollé floral cesé paulatina-
mente y fue evidente al no observarse anteras expues-
tas. Asi, se sugiere que a nivel de glomérulo también
existe un crecimiento determinado. En cambio, en
inflorescencias indeterminadas los glomérulos conti-
nuaron floreciendo, a pesar de lo cual fueron menos
densos que los determinados (Figura 3]).

El desarrollo y crecimiento floral se presentaron
simultineamente en cada tipo de inflorescencia. Los
6vulos presentaron diferente grado de madurez, los
mds grandes correspondieron a las flores mds desa-
rrolladas y asf sucesivamente hasta encontrar flores en

Floral biology

Amaranthus hyponchondriacus is a monoecious
plant (Espitia et al., 2010). The process of floral
transition in A. hypochondriacus occurred gradually
in the basipetal direction; the meristem of the
inflorescence is responsible for the establishment of
a series of floral meristems (Figure 3A), which will
give shape to floral branching or differentiate in the
organs of flowers (Figure 3B).

Flowering in both types of growth (determinate
and indeterminate) occurred gradually and appeared
organized in dichasic tops which as a whole formed
glomeruli (Figure 3E). The first floral structures
that developed were the organs of the male flowers
(Figure 3F); firstly the external tepals, internal tepals
and finally the stamens. There was a variable number
of flowers in each glomerulus.

The staminated flowers were found in the
bifurcations of the floral structure. In determinate
inflorescences a terminal flower grew in the axilla,
directly from the stem or at the top of the floral
branches and top of the main axis. In indeterminate
inflorescences an initial staminated flower was
followed by an indefinite number of pistillate
flowers, and all of them gave rise to the glomeruli;
this reiterative growth continued during the life cycle
of the plant.

A terminal flower appeared on the main axis and
secondary axes of determinate inflorescences while,
at the glomerulus level, the production of flowers
continued. The floral development ceased gradually
and was evident as there were no anthers. Thus, it
is likely that at the glomerulus level there is also
determinate growth. In contrast, in indeterminate
inflorescences the glomeruli continued to flower,
though they were less dense than the determinate
(Figure 3J).

Development growth emerged
simultaneously in each type of inflorescence. The
ovules presented different degrees of maturity, the
largest corresponded to the most developed flowers
and so on until finding flowers in development. This
was due to the fact that the primordia adjacent to
the growing flowers originated the floral organs of
the contiguous flower from the last whorl (Flores ez
al., 2008). This caused the female flowers to present
different stages of development, which indicated
the existence of phenological overlap. According to

and floral
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desarrollo; lo anterior se debié a que los primordios
adyacentes a las flores en desarrollo originaron los 6r-
ganos florales de la flor contigua a partir del tltimo
verticilio (Flores ez al., 2008), provocando que las flo-
res femeninas presenten diferentes etapas de desarro-
llo, lo cual indica la existencia de traslape fenolégico.
Segtin Kaur ez al. (2015), el crecimiento indetermi-
nado tiende a acentuar la competencia dentro de la
planta por recursos dentro del tallo dejando semillas
sin llenar.

Estructura floral

La inflorescencia de A. hypochondriacus estd com-
puesta de flores masculinas y femeninas. En la base
de las flores masculinas crecieron flores femeninas sé-
siles (Figura 3F), y este tipo de crecimiento permitié
que se formaran las cimas dicdsicas ya que continud
el crecimiento de nuevas flores con este mismo pa-
trén de desarrollo (Figura 3A). Hubo flores femeni-
nas compuestas por una brdctea, cinco tépalos y el
gineceo, y la brictea subtendia la nueva flor (Figura
3C). El gineceo al liberar la semilla tuvo una absci-
sién horizontal a la mitad de éste (Figura 3D). Las
flores masculinas estaban compuestas por 2 brdcteas
y 5 tépalos que cubren los estambres, lo cual coincide
con lo reportado por Townsend (1993).

En las plantas de crecimiento determinado se en-
contraron flores terminales con cinco, siete, ocho,
nueve y seis estambres, mientras que en plantas in-
determinadas solo se encontraron flores pentdmeras
(Figura 4). Las flores terminales son pediceladas,
masculinas o hermafroditas y pueden aparecer en el
nudo del eje principal, cima del eje principal y cima
de las ramificaciones florales en plantas de crecimien-
to determinado.

Desarrollo meristematico

Fase I: Vegetativa. El meristemo se observé inmerso
en el tallo totalmente cubierto de primordios foliares,
estos a su vez tenfan primordios axilares subsecuen-
tes, y las hojas crecieron a lo largo del tallo en forma
helicoidal. El meristemo en esta etapa produjo el ta-
llo, ramas y hojas (Figura 5 A-B).

Fase II: Reproductiva. Durante la induccién floral

el meristemo apical se alargé produciendo un meris-
temo inflorescente (Figura 5 C-D). En esta etapa, el
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Kaur er al. (2015), indeterminate growth tends to
accentuate competition in the plant for resources
within the stem leaving seeds unfilled.

Floral structure

The inflorescence of A.  hypochondriacus is
composed of male and female flowers. At the base of
the male flowers, sessile female flowers grew (Figure
3F), and this type of growth allowed the formation
of dichasic tops since new flowers emerged with this
same pattern of development (Figure 3A). There were
female flowers composed of one bract, five tepals and
the gynoecium, and the bract was subtending the new
flower (Figure 3C). The gynoecium when releasing
the seed had a horizontal abscission in the middle of
it (Figure 3D). Male flowers were composed of two
bracts and five tepals that cover the stamens, which
coincides with that reported by Townsend (1993).

In determinate growth plants, we found terminal
flowers with five, seven, eight, nine and six stamens,
while in indeterminate plants there were only
pentameric flowers (Figure 4). Terminal flowers are
pedicelled, male or hermaphroditic and can appear
in the node of the main axis, top of the main axis
and top of the floral branches in determinate growth
plants.

Meristematic development

Phase I: Vegetative. The meristem appeared
immersed in the stem, completely covered with leaf
primordia, these in turn had subsequent axillary
primordia, and the leaves grew along the stem
helically. The meristem in this stage produced the
stem, branches and leaves (Figure 5 A-B).

Phase II: Reproductive. During floral induction, the
apical meristem lengthened producing an inflorescent
meristem (Figure 5 C-D). In this stage, the meristem
gave rise to a combination of branches, bracts and
flowers. The floral transition process began with the
production of bract primordia which were observed
in the form of a lobe and, when developed, they
completely covered the apical meristem, preventing
their ongenetic changes from being observed.
However, we could observe the moment of transition
because the number of bracts increased with respect
to the number of leaves (Figure 5 E).
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Figura 4. Flor terminal en inflorescencias determinadas de Amaranthus hypochondriacus: A) flor terminal antes de la exposicién
de las anteras, B) flor terminal no funcional, C) flor terminal con siete estambres liberando polen y D) flor terminal con

cinco estambres.

Figure 4. Terminal flower in determinate inflorescences of Amaranthus hypochondriacus: A) terminal flower before anther expo-
sure, B) non-functional terminal flower, C) terminal flower with seven stamens releasing pollen, and D) terminal flower

with five stamens.

meristemo dio origen a una combinacién de ramas,
bracteas y flores. El proceso de transicién floral inicié
con la produccién de primordios de brécteas los cua-
les se observaron en forma de 16bulo y al desarrollarse
cubrieron por completo el meristemo apical evitando
que se observaran sus cambios ontogénicos, y el mo-
mento de transicién se evidencié porque el nimero
de brécteas aumento respecto al nimero de hojas (Fi-
gura 5 E). Cada una de las bricteas tenfa en su axila
un meristemo floral, caracteristica descrita también
en Cladium jamaicence (Richards, 2002) y Cheno-
podium quinoa (Bertero et al., 1996; Bull-Herenu
y Claben-Bockhoff, 2013). Los meristemos axilares
se diferenciaron en una ramificacién o en un botén
floral, y este proceso de crecimiento fue reiterativo a
lo largo de la ramificacién floral. Asi, se observé un
engrosamiento en el dpice de la planta cubierto de un
conjunto de bricteas creciendo alrededor del meris-
temo apical a diferentes niveles, y lo anterior se ob-
servé mediante un corte longitudinal del crecimiento
temprano de la inflorescencia (Figura 6). De acuerdo
con Preston (2010), durante la induccién floral au-
mentan los niveles de divisién celular, lo cual causa
que el meristemo apical se alargue, produciendo un

Each one of the bracts had a floral meristem in
its axilla, a characteristic also described in Cladium
jamaicence (Richards, 2002) and Chenopodium
quinoa (Bertero et al., 1996, Bull-Herefiu and
Claben-Bockhoff, 2013). The axillary meristems were
differentiated into a branch or a floral bud, and this
growth process repeated along the floral branching.
Thus, thickening was observed at the apex of the
plant covered with a set of bracts growing around
the apical meristem at different levels, and this was
possible due to a longitudinal cut of the early growth
of the inflorescence (Figure 6). According to Preston
(2010), during the floral induction the levels of cell
division increase, which causes the apical meristem
to lengthen, producing an inflorescent meristem.
The floral transition process occurred in a basipetal
direction along the axis of the inflorescence.

Phase III. Differentiation of the apical meristem.
The time of appearance of the terminal flower
occurred after the establishment of floral meristems.
Bull-HereAiu and Claben-Bockhoff (2013) noted
that the size of the apical meristem predetermines the
number of nodes it can produce before transforming

AGUILAR-DELGADO e 4l. 705



AGROCIENCIA, 1 de julio - 15 de agosto, 2018

meristemo inflorescente. El proceso de transicién flo-
ral se present6 en una direccion basipétala a lo largo
del eje de la inflorescencia.

Fase III. Diferenciacién del meristemo apical. El
momento de aparicién de la flor terminal ocurrié
después del establecimiento de meristemos florales.
Bull-Hereniu y Claben-Bockhoff (2013) senalaron
que el tamafio del meristemo apical predetermina el
namero de nodos que éste puede producir antes de
transformarse en una flor terminal. Antes de la apari-
cién de la flor terminal se observé que el meristemo
se aplana y después se desarrollaron los érganos flo-
rales, sépalos, estambres y carpelo. En las inflorescen-
cias terminales simples, la primera en madurar fue la
flor terminal. Para A. hypochondriacus se ha descrito
un desarrollo floral basipétalo, pero Endress y Peter
(2010) mencionan que si en una inflorescencia de-
terminada la flor se abre antes que las flores laterales
es incorrecto describir la floracién como basipétala,
porque la flor terminal pertenece a un eje inferior en
el orden de aparicién de las flores.

Ontogenia del meristemo apical

La informacién que ha derivado en el conoci-
miento del funcionamiento de las plantas permite la
manipulacién de mecanismos involucrados en el cre-
cimiento y desarrollo. El estudio de la morfologia del
meristemo apical podria ser base para el anilisis de
aspectos morfogenéticos del desarrollo, que a la vez
sean sustento para el mejoramiento genético y ma-
nejo agronémico de A. hypochondriacus. Los estudios
estadisticos descritos en nuestro estudio indican que
el crecimiento determinado tuvo un mayor tamafno
de semilla lo cual implica una mejora en el rendi-
miento del cultivo. Actualmente no hay variedades
de amaranto mejoradas de tipo de crecimiento deter-
minado. Por lo tanto, estos estudios sirven de instru-
mento para la seleccién de plantas en determinada
etapa fenoldgica y con determinado fenotipo, duran-
te el programa de mejoramiento genético (Cuadro
1). Mediante microscopia electrénica de barrido se
captaron cambios morfolégicos en el meristemo api-
cal. En la Figura 7 se presentan micrografias de dife-
rentes estados de desarrollo de la planta indetermina-
da. Durante la fase vegetativa el meristemo es plano y
genera hojas (Figura 7A). La Figura 7B corresponde a
la etapa de transicién, momento en el que se desarro-
llan las primeras brcteas que albergan los primeros
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Figura 5. Desarrollo del meristemo apical de Amaranthus
hypochondriacus: A) fase vegetativa, meristemo in-
merso en el eje principal, B) transicién a fase repro-
ductiva, C) y D) elongacién del meristemo apical
y aparicién de primordios florales, E) incremento
del niimero de bricteas y crecimiento de primordios
florales. MA, meristemo apical; BR, brictea y PF,
primordio floral.

Figure 5. Development of the apical meristem of Amaranthus
hypochondriacus: A) vegetative phase, meristem
immersed in the main axis, B) transition to repro-
ductive phase, C) and D) elongation of the apical
meristem and appearance of floral primordia, E)
increase in number of bracts and growth of floral
primordia. MA, apical meristem; BR, bract and PE,
floral primordium.

into a terminal flower. Before the appearance of
the terminal flower, we observed that the meristem
flattens and then the floral organs, sepals, stamens and
carpel developed. In simple terminal inflorescences,
the first to mature was the terminal flower.

A basipetal floral development is described for
A. hypochondriacus, but Endress and Peter (2010)
mention that if in a determinate inflorescence the
flower opens before the lateral flowers it is incorrect
to describe flowering as basipetal because the
terminal flower belongs to a lower axis in the order of
appearance of the flowers.
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Figura 6. Desarrollo de la inflorescencia en Amaranthus hypochondriacus: A-D) incremento de primordios florales, E) flor mas-
culina en desarrollo. BR, brictea; FL, flor; MA, meristemo apical; PF, primordio floral; T, tépalo.

Figure 6. Development of the inflorescence in Amaranthus hypochondriacus: A-D) increase of floral primordia, E) male flower in
development. BR, bract; FL, flower; MA, apical meristem; PF, floral primordium; T, tepal.

primordios de flores. El meristemo apical continta
indiferenciado en forma de cipula durante las etapas
de reproduccién temprana (Figura 7C-D), produc-
cién floral y llenado de semilla (Figura 7E).

En el meristemo apical de las plantas determi-
nadas huo cambios sobresalientes al iniciarse la

Cuadro 1. Etapas del desarrollo del meristemo apical de
plantas de crecimiento indeterminado y determi-
nado de Amaranthus hypochondriacus.

Table 1. Stages of apical meristem development of indetermi-

nate and determinate growth plants of Amaranthus

hypochondriacus.
Crecimiento Crecimiento
indeterminado determinado
A Vegetativa A Vegetativa
B Transicién a B Transicién a
reproductivo reproductivo
C Inflorescente C  Inflorescente
Diferenciando a flor
D Inflorescente D .
terminal
. . Flor terminal en
E  Maduro - indiferenciado  E .,
formacién
F Flor terminal adulta

Ontogeny of the apical meristem

The information leading to knowing about the
operation of the plants allows the manipulation
of mechanisms involved in their growth and
development. The study of the apical meristem
morphology could be the basis for the analysis of
morphogenetic aspects of development, which at
the same time may be the foundation for the genetic
improvement and agronomic management of A.
hypochondriacus.

The statistical studies described in our research
indicate that the determinate growth had a larger seed
size, which implies an improvement in crop yield.
Currently there are no improved amaranth varieties
of determinate growth type. Therefore, these studies
serve as an instrument for the selection of plants
in a certain phenological stage and with a certain
phenotype during the breeding program (Table 1).

By means of a scanning electron microscopy,
we recorded morphological changes in the apical
meristem. Figure 7 shows micrographs of different
stages of development of the indeterminate plant.
During the vegetative phase the meristem is flat and
generates leaves (Figure 7A). Figure 7B corresponds
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Figura 7. Desarrollo del meristemo apical de plantas con inflorescencias indeterminadas. A) Meristemo apical, B) formacién de
bricteas, C) meristemo inflorescente en forma de ctipula, D) y E) meristemo apical maduro.

Figure 7. Development of the apical meristem of plants with indeterminate inflorescences. A) Apical meristem, B) formation of
bracts, C) dome-shaped inflorescent meristem, D) and E) mature apical meristem.

formacién de la flor, en la etapa vegetativa corres-
pondiente a la formacién de las hojas (Figura 8A),
en la etapa de transicion en la cual se formaron las
primeras brdcteas (Figura 8B), cuando el meristemo
parecia plano (Figura 8C) y dio lugar a la flor termi-
nal (Figura 8 D-F).
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to the transition stage, time in which the first bracts
that hold the first primordia of flowers develop. The
apical meristem continues undifferentiated as a dome
during the early reproductive stages (Figure 7C-D),
floral production and seed filling (Figure 7E).
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Figura 8. Desarrollo del meristemo apical de plantas con inflorescencias determinadas: A) meristemo apical en fase vegetativa,
B) formacién de los primeros érganos florales, las bricteas, C) meristemo inflorescente joven, D) aparicién de la flor
terminal, E) flor terminal en desarrollo y F) flor terminal madura.

Figure 8. Development of the apical meristem of plants with determinate inflorescences: A) apical meristem in the vegetative
phase, B) formation of the first floral organs, the bracts, C) young inflorescent meristem, D) appearance of the terminal
flower, E) terminal flower in development, and F) mature terminal flower.

La formacién de la flor terminal es la caracteris-
tica morfolégica que indica el crecimiento determi-
nado a nivel de meristemo. Una flor plana del me-
ristemo apical es la caracteristica de la ontogenia que
permite diferenciar el crecimiento determinado del
indeterminado. Lo anterior coincide con estudios
ontogenéticos relacionados con crecimiento deter-
minado e indeterminado en Dawucus carota, en los

In the apical meristem of the determinate plants,
there were outstanding changes at the beginning
of the flower formation, in the vegetative stage
corresponding to the formation of leaves (Figure 8A),
in the transition stage in which the first bracts were
formed (Figure 8B), and when the meristem appeared
flat (Figure 8C) and gave rise to the terminal flower
(Figure 8 D-F).
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cuales el meristemo apical se aplana antes de la trans-
formacién en flor terminal (Bull-Herenu y Claben-
Bockhoft, 2010).

CONCLUSIONES

En este estudio al analizar la morfologia de las inflo-
rescencias, asi como la ontogenia del meristemo api-
cal en los crecimientos determinado e indetermina-
do, se encontraron diferencias sobresalientes. Ambos
fenotipos presentaron una inflorescencia paniculada
y el crecimiento determinado tuvo ramificaciones
mds cortas y mayor tamafo de semilla. El crecimien-
to determinado se presenta en eje principal, ramas
secundarias y glomérulo. En contraste, el crecimiento
indeterminado continda con la produccién de flores
durante el ciclo de vida de la planta, por lo cual se
intensifica el traslape fenoldgico en la rama principal,
ramas secundarias y glomérulo. El desarrollo del me-
ristemo apical, durante el establecimiento de la inflo-
rescencia, evidencié la transformacién del meristemo
apical a una flor en plantas determinadas.
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The formation of the terminal flower is the
morphological characteristic that indicates the
determinate growth at the meristem level. A flat
flower of the apical meristem is the characteristic
of ontogeny that makes it possible to differentiate
the determinate growth from the indeterminate.
This coincides with ontogenetic studies related to
determinate and indeterminate growth in Daucus
carota, in which the apical meristem flattens before
the transformation of the terminal flower (Bull-
Herefiu and Claben-Bockhoff, 2010).

CONCLUSIONS

In this study, when analyzing the morphology
of the inflorescences, as well as the ontogeny of the
apical meristem in determinate and indeterminate
growths, we found outstanding differences. Both
phenotypes showed a paniculate inflorescence and
the determinate growth had shorter branches and
larger seed size. Determinate growth occurs in the
main axis, secondary branches and glomerulus. In
contrast, indeterminate growth continues with the
production of flowers during the life cycle of the
plant, which intensifies the phenological overlap in
the main branch, secondary branches and glomerulus.
The development of the apical meristem during the
establishment of the inflorescence evidenced the
transformation of the apical meristem into a flower
in determinate plants.
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