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RESUMEN GENERAL

Sprekelia formosissima es una planta bulbosa con gran potencial ornamental
que se cultiva en maceta. En condiciones naturales, la propagacion vegetativa de S.
formosissima es limitada, produce uno o ningun brote por afio. A partir de semilla, la
obtencion de un bulbo maduro puede tardar hasta cuatros afos. Las técnicas de
cultivo in vitro son una alternativa para la propagaciéon masiva plantas gedfitas,
porque los bulbos producidos generan plantas y flores vigorosas cuando alcanzan
un mayor tamafio y acumulan carbohidratos no estructurales (CNE) (azucares
solubles totales, reductores, fructosa, sacarosa y almidén) que sirven como fuente
de energia. Por lo anterior, en esta investigacion se realizaron tres ensayos con el
objetivo de estudiar el crecimiento, concentraciéon de azlcares solubles totales
(AST), reductores, fructosa, sacarosa y almidén y la actividad de las enzimas
AGPasa, GBSS y SSS en bulbos de S. formosissima propagados in vitro bajo
diferentes condiciones de incubaciéon y componentes del medio de cultivo. En el
primer ensayo se evalud el efecto de la intensidad de luz (0, 30, 60, 120 y 130 pumol
m2 s de luz) sobre el crecimiento y acumulacién de CNE in vitro en bulbos de S.
formosissima. Para determinar almidén se probaron 4 y 8 U de amiloglucosidasa y a-
amilasa con 6, 12 y 24 h de digestion. Los bulbillos se cultivaron en medio MS con 4
% de sacarosa y fotoperiodo de 16 h. A los 80 dias se registraron los valores mas
altos para peso fresco (119.36 mg), seco (33.14 mg) y diametro de bulbo (0.39 cm),
namero de hojas (2.25), clorofila a, b, total (0.71, 0.21 y 0.92 mg/g peso freso,
respectivamente) y almidon en bulbos (146.01 mg / g peso fresco) con 130 umol m2 s
L de luz, los registros mas bajos de estas variables se observaron en oscuridad. La
concentracion de almidon se realizd con 8 U de amiloglucosidasa y a-amilasa y 24 h
de digestion. Estos resultados demuestran que, contrario a lo que ocurre en otras
especies gedfitas, el incremento en la intensidad de luz promueve el crecimiento in
vitro y la acumulacion de almidon en bulbos de S. formosissima. En el segundo
ensayo, se estudio el crecimiento, acumulacion de CNE, la actividad enziméatica (AE)
y actividad enzimatica especifica (AEE) de AGPasa, SSS y GBSS en bulbos de S.
formosissima bajo diferentes concentraciones de sacarosa (3,5, 7,y 9 %) y P (0.62,
1.25y 1.87 mmol). Los bulbillos se mantuvieron en medio MS con 2 mg L de BA en
la oscuridad. A las doce semanas los AST, sacarosa, fructosa y almidon mostraron

las mayores concentraciones en bulbos con 9 % de sacarosa en el medio de cultivo
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(15.86, 8.49, 2.84 y 27.23 mg / g peso fresco, respectivamente). La AE y AEE de
AGPasa aumentaron con 5 % de sacarosa y 1.25 mmol de P, la actividad de esta
enzima se inhibié cuando la concentracion de P en el medio de cultivo fue mayor. La
AE y AEE de SSS y GBSS se incrementaron con 9 % de sacarosa y 0.62 y 1.25
mmol de P y con 7 % de sacarosa y 0.62 mmol de P, respectivamente. Estos datos
confirman que, al subir la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo, la
acumulacion CNE es mayor y muestran que las combinaciones de niveles de
sacarosa altos y distintas concentraciones de P aumentan la actividad de AGPasa,
SSS y GBSS en bulbos de S. formosissima in vitro. En el tercer experimento se
registro el efecto de las condiciones de cultivo [10 °C en oscuridad (10-O) y 25 °C
con fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad (25-L)] y la concentracién de ABA (0.0, 0.1,
0.5y 1.0 mg L) sobre la latencia, crecimiento y CNE en bulbos de S. formosissima.
Los explantes se mantuvieron por doce semanas en medio MS con 7 % de
sacarosa. La formacién de hojas y raices disminuyé con 10-O sin ABA. El peso
acumulado (0.268 @), diametro de bulbo (7.36 mm), longitud de hojas més larga
(7.65 cm), numero (6.10), longitud promedio (2.91 cm), peso fresco de raices (5.72
g) y almidén (150.24 mg / g peso fresco) aumentaron sin ABA, en cambio la mayor
concentracion de sacarosa y fructosa se observé con 1 mg L de ABA (10.03 y 2.60
mg / g peso fresco, respectivamente). A 10-O se observé un efecto similar sobre los
CNE con una mayor concentracion de AZT, sacarosa Yy fructosa (16.90, 8.00 y 1.86
mg / g peso fresco, respectivamente) y disminuciéon del almidon (126.55 mg / g peso
fresco). EI ABA y temperatura baja inducen latencia en bulbos de S. formosissima in
vitro, con incremento de azlcares solubles y disminucién del almidén en estos
organos. Los resultados obtenidos pueden ser utilizados como base de la estrategia
para la obtencion in vitro de bulbos de S. formosissima en menor tiempo, con el
tamafio y concentracion de CNE que permitan un crecimiento vigoroso durante la

aclimatacién o brotacion ex vitro.

Palabras clave: micropropagacion de gedfitas, carbohidratos no estructurales,

intensidad de luz, latencia.



GENERAL ABSTRACT

Sprekelia formosissima is a bulbous plant, which growth in a pot with great
ornamental potential. Under natural conditions, vegetative propagation of S.
formosissima is limited, producing one or no shoots per year. From seed, obtaining a
mature bulb can take up to four years. In vitro propagation techniques are an
alternative for the mass propagation of bulbs, which form vigorous plants and flowers
when they reach a larger size and accumulate nonstructural carbohydrates (NSC)
(total soluble sugars, reducing sugars, fructose, sucrose and starch) that serve as a
source of energy. Three assays were carried out with the aim of studying the growth,
concentration of total soluble sugars (AST), reducing sugars, fructose, sucrose,
starch and the activity of the enzymes AGPase, GBSS and SSS in S. formosissima
bulbs propagated in vitro under different incubation conditions and components of the
culture medium. In the first trial, the effect of light intensity (0, 30, 60, 120 and 130
umol m2 st of light) on the growth and accumulation of NSC in vitro in S.
formosissima bulbs was evaluated. To determine starch, 4 and 8 U of
amyloglucosidase and a-amylase with 6, 12 and 24 h of digestion were tested. The
bulblets were cultured in MS medium with 4 % sucrose and a photoperiod of 16 h. At
80 days the highest values were recorded for fresh weight (119.36 mg), dry weight
(33.14 mg) and bulb diameter (0.39 cm), number of leaves (2.25), chlorophyll a, b,
total (0.71, 0.21 and 0.92 mg / g fresh weight, respectively) and starch in bulbs
(146.01 mg / g fresh weight) with 130 umol m? s of light, the lowest records of these
variables were observed in darkness. Starch concentration was carried out with 8 U
of amyloglucosidase and a-amylase and 24 h of digestion. These results show that,
contrary to what occurs in other geophyte species, the increase in light intensity
promotes in vitro growth and starch accumulation in S. formosissima bulbs. In the
second trial, growth, NSC accumulation, enzyme activity (EA) and specific enzyme
activity (SEA) of AGPase, SSS and GBSS in S. formosissima bulbs were studied
under different concentrations of sucrose (3, 5, 7, and 9 %) and P (0.62, 1.25 and
1.87 mmol). The bulblets were maintained in MS medium with 2 mg L of BA in dark.
At twelve weeks, AST, sucrose, fructose and starch showed the highest
concentrations in bulbs with 9 % sucrose in the culture medium (15.86, 8.49, 2.84
and 27.23 mg / g fresh weight, respectively). The AE and AEE of AGPase increased
with 5% sucrose and 1.25 mmol of P, the activity of this enzyme was inhibited when
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the concentration of P in the culture medium was higher. The AE and AEE of SSS
and GBSS were increased with 9% sucrose and 0.62 and 1.25 mmol of P and with
7% sucrose and 0.62 mmol of P, respectively. These data confirm that, by increasing
the sucrose concentration in the culture medium, NSC accumulation is greater and
show that combinations of high sucrose levels and different concentrations of P
increase the activity of AGPase, SSS and GBSS in S. formosissima in vitro bulbs. In
the third experiment, the effect of culture conditions [10 °C in darkness (10-O) and 25
°C with a 16/8 h light/dark photoperiod (25-L)] and ABA concentration (0.0, 0.1, 0.5
and 1.0 mg L-1) on dormancy, growth and NSC in S. formosissima bulbs were
recorded. The explants were maintained for twelve weeks in MS medium with 7%
sucrose. Leaf and root formation decreased by 10-O without ABA. The accumulated
weight (0.268 g), bulb diameter (7.36 mm), longest leaf length (7.65 cm), number
(6.10), average length (2.91 cm), fresh weight of roots (5.72 g) and starch (150.24
mg / g fresh weight) increased without ABA, instead the highest concentration of
sucrose and fructose was observed with 1 mg L' of ABA (10.03 and 2.60 mg / g
fresh weight, respectively). At 10-O a similar effect was observed on CNE with a
higher concentration of AZT, sucrose and fructose (16.90, 8.00 and 1.86 mg / g fresh
weight, respectively) and decreased starch (126.55 mg / g fresh weight). ABA and
low temperature induce dormancy in S. formosissima in vitro bulbs, with an increase
in soluble sugars and a decrease in starch in these organs. The results obtained can
be used as a basis for the strategy to obtain S. formosissima in vitro bulbs in less
time, with the size and concentration of CNE that allow vigorous growth during

acclimatization or ex vitro sprouting.

Keywords: micropropagation of geophytes, nonstructural carbohydrates, light

intensity, dormancy.



I. INTRODUCCION GENERAL

A principios del siglo XXI, la produccién y comercializacion de flores bulbosas
era superior a un billén de dolares, con Holanda como el productor mas importante
con 75 % de la produccidon global (Benschop et al.,, 2010). Los siete géneros de
gedfitas ornamentales que dominan el mercado floricola son Tulipa, Lilium,
Narcissus, Gladiolus, Hyacinthus, Crocus e lIris; también son importantes Freesia,
Ornithogalum, Hippeastrum, Allium y Muscari.

La saturacién del mercado con estas flores y plantas, ademas de la demanda
de los consumidores por nuevas variedades, ha estimulado el interés por evaluar la
flora nativa como fuente de cultivos ornamentales. Israel, Australia, Sudéfrica, China,
Japon y Corea son ejemplos de paises en los que se han hecho investigaciones
intensivas para el desarrollo de nuevas variedades de gedfitas ornamentales a partir

de material nativo (Kamenetsky, 2017).

México es un pais megadiverso en el que se han descrito mas de 25 mil
especies de plantas vasculares, algunas con potencial para ser aprovechadas
comercialmente como ornamentales (Cruz-Duque et al.,, 2019). El uso de
germoplasma nativo puede proporcionar a México ventajas competitivas a nivel
internacional, ya que pueden obtenerse nuevas variedades con formas y colores

atractivos y novedosos para la horticultura ornamental.

Sprekelia formosissima es una planta geodfita, su flor es conocida
comunmente como lirio azteca y tiene amplia distribucién desde el norte (Chihuahua)
al sur de México (Oaxaca) y Guatemala (Tapia-Campos et al., 2012; Cruz-Duque et
al., 2019). La propagacion tradicional de Sprekelia es por division de bulbos, ya que
la obtencidn de un bulbo maduro a partir de semilla puede llevar hasta cuatro afos
(Borys et al., 2005).

En condiciones naturales, la propagacion vegetativa de Sprekelia es limitada,
produce uno o0 ningun brote por afio. Por esto, las técnicas de propagacion in vitro
son una alternativa para la propagacion masiva de plantas y una forma de prevenir

la colecta excesiva de las poblaciones naturales (Cazarez et al.,, 2010). Estas
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técnicas también pueden acelerar el desarrollo de nuevas variedades (Tapia-
Campos et al., 2012) y permiten obtener propagulos vigorosos, homogéneos y libres
de enfermedades (De Klerk, 2012).

El reto en la micropropagacion de especies bulbosas es la formacién de
bulbos mas que la formacién de brotes nuevos. Los bulbillos producidos in vitro
forman tallos y hojas sélo si crecen lo suficiente para lograr un estado de desarrollo
adulto, los bulbos de menor tamafo pasan por un estado juvenil que en el caso de
lilis forman Unicamente hojas en roseta, lo que no es adecuado para el cultivo (De
Klerk, 2012). La transicién al estado adulto es mas rapida en bulbillos de mayor
tamafio y estd asociada a concentraciones de sacarosa altas o concentraciones de
sales bajas en el medio de cultivo. Ademas, la generacion de bulbillos es favorecida
por una relacion alta de sacarosa/minerales del medio de cultivo, en la que el fosforo
parece ser especialmente importante. El incremento del tamafio de bulbillos por
efecto de concentraciones altas de sacarosa (60 — 90 g L) ha sido reportado en

muchos cultivares de lilis (Langens-Gerrits et al., 2003).

Los bulbos de Sprekelia formosissima cultivados in vitro incrementan su
tamario al aumentar la concentracion de sacarosa de 30 a 50 g L (Céazarez et al.,
2010). Esto se relaciona con cambios en la concentracidbn de carbohidratos no
estructurales en los bulbos, principalmente almidén y azlcares solubles como la
sacarosa; sin embargo, estos estudios se han limitado a reportar variables
agronomicas como tamafo, peso fresco y dimensiones de los bulbos obtenidos sin
considerar el estudio de las alteraciones del metabolismo del carbono generados por

estas condiciones de cultivo.

La sintesis de almidén es un proceso complejo y altamente regulado que
requiere la coordinacion de multiples enzimas que incluyen a la ADP-glucosa-
pirofosforilasa (AGPasa), almidon sintasa (SS), enzima ramificadora de almidén
(SBE) y la enzima desramificadora de almidon (DBE). La AGPasa es la primera
enzima en la ruta para la sintesis de almidén, cataliza la reacciéon limitante de
conversion de glucosa 1-fosfato y ATP a ADP-glucosa y pirofosfato inorganico (PPi)
en los amiloplastos. La actividad catalitica de esta enzima es estimulada por el acido

3-fosfoglicérico e inhibida por el fosfato inorganico (Pi). Las enzimas almidon
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sintasas (SS) pueden dividirse en enzima sintasa ligada al granulo de almidén
(GBSS), la cual es responsable de la sintesis de amilosa y las fracciones de
cadenas extralargas en la amilopectina y la almidén soluble sintasa (SSS),
responsable de la sintesis de amilopectina (Qu et al., 2018).

Por otro lado, el crecimiento y desarrollo de las plantas cultivadas in vitro
son afectados significativamente por la intensidad de luz, calidad (color y longitud de
onda) y fotoperiodo (Yang et al., 2018). De acuerdo con algunos investigadores, la
oscuridad promueve la formacién de bulbos in vitro ya que simula las condiciones
subterraneas de crecimiento naturales (Economou y Read, 1987; Witomska and
tukaszewska, 1997; Ulrich et al., 1999; Rice et al., 2011).

En Narcissus tazzeta L. se estudid el efecto de la luz con dos tratamientos:
oscuridad y 16/8 horas luz (40 umol m? s) / oscuridad. EI mayor nimero de bulbos
(13.5 +/- 1.44), numero (6.2 +/- 0.87) y largo de hojas (0.86 +/- 0.46) se obtuvo con el
fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad. EI nUmero de bulbos fue casi el doble que
los registrados en la oscuridad y la longitud promedio de la hoja fue de 0.26 +/- 0.22
cm. La oscuridad inhibi6 completamente la formacion de bulbos en Eucomis
zambesiaca y que por el contrario el fotoperiodo de 8 horas de luz promueve la
mayor formacion de bulbos (Cheesman et al., 2010). Por el contrario, en
Hyancinthus orientalis (Kim et al., 1981) y L. longiflorum (Kumar et al., 2006) se
reporté un mayor numero de brotes en condiciones de oscuridad. Los resultados de
estos ensayos demuestran que las condiciones 6ptimas de la intensidad de luz y la
oscuridad en la produccion in vitro de 6érganos de reserva en las plantas geofitas son

diferentes y deben ser estudiados en cada especie.

La induccién de la latencia est4 asociada a la formacion de bulbos y su inicio
y término es controlado por el nivel de inhibidores y promotores del crecimiento los
cuales regulan el crecimiento y la diferenciacion junto con la temperatura y la luz. En
estudios hechos en Iris, Hyacinthus, Lilium y Hyppeastrum se ha demostrado que la
latencia y formacion de bulbos son procesos simultaneos. Ademas, se ha reportado
que, durante la formacion de bulbos, la concentracion enddégena de ABA se

incrementa.



La temperatura ha sido utilizada para la alteracion de los periodos de latencia
y floracion en diferentes plantas bulbosas, se han desarrollado protocolos exitosos
para el almacenamiento de bulbos a bajas temperaturas y se ha demostrado que el
rompimiento de la latencia por efecto de la temperatura parece ser especifico para
cada planta (Gul et al., 2020a). En lilis la formacion in vitro de bulbos se induce a 25
°C y acido abscisico. En jacintos, la induccién de bulbos se logra con un tratamiento
de bajas temperaturas por ocho semanas, seguido de la exposicion a 25 °C y acido
abscisico (Podwyszynska, 2012). Con base en lo anterior se plantean las siguientes

hipotesis y objetivos.

1.1 Hipétesis

Durante la propagacion in vitro de bulbos de Sprekelia formosissima, las
condiciones de incubacion y componentes del medio de cultivo inducen cambios
diferenciales en el tamafio, la concentracién de carbohidratos no estructurales y la

actividad de las enzimas relacionadas con la sintesis de almidén en estos 6rganos.

1.2 Objetivo general

Estudiar el crecimiento, concentracion de azlcares solubles (totales,
reductores, fructosa y sacarosa), concentraciéon de almidon y la actividad de las
enzimas AGPasa, GBSS y SSS en bulbos de Sprekelia formosissima propagados in

vitro bajo diferentes condiciones de incubacién y componentes del medio de cultivo.

1.3 Objetivos especificos

1. Medir el crecimiento y la concentracion de azucares no estructurales en hojas y
bulbos de Sprekelia formosissima propagada in vitro bajo diferentes condiciones

de luz.

2. Evaluar el efecto de la concentracién de sacarosa y fosforo en el medio de cultivo
sobre la propagacion y crecimiento de bulbos, concentracion de almidon y la

actividad de las enzimas relacionadas con su formacién, asi como la



concentracion de azlcares solubles en bulbos de Sprekelia formosissima

propagados in vitro.

3. Evaluar el efecto de la temperatura y acido abscisico sobre la concentracion de
azucares no estructurales y la induccion de latencia en bulbos de Sprekelia

formosissima propagados in vitro.



Il. REVISION DE LITERATURA

Las plantas ornamentales bulbosas son geodfitas perennes que han
desarrollado érganos subterraneos de reserva que les permiten sobrevivir durante
las estaciones desfavorables en estado de reposo y reiniciar el crecimiento cuando
las condiciones ambientales vuelven a ser adecuadas (Cortez, 2014). Un 6rgano de
reserva es una parte de una planta modificada para almacenar agua y energia. La
formacion de estos 6rganos es una estrategia evolutiva para garantizar la
supervivencia y propagacion, regularmente son subterrdneos y producto de la

modificacion de raices, hojas, tallos o el hipocétilo (Li et al., 2021).

Aunque los ciclos de vida y las estructuras morfologicas de los 6rganos de
almacenamiento de las plantas gedfitas son variables, el término flores bulbosas es
empleado para referirse de forma genérica a plantas ornamentales con diferentes
organos de almacenamiento subterraneos (Kamenetsky y Okubo, 2013). Una flor
bulbosa es aquella que se cultiva a partir de estos 6rganos de reserva como bulbos,
cormos, raices tuberosas o rizomas. Algunos ejemplos de flores bulbosas, segun el
organo de reserva del cual se cultivan son: tulipan vy lilis (bulbos:), gladiola (cormos),
dalia (raices tuberosas) y cala (rizomas) (Cortez, 2014). Casi todas estas especies
pertenecen a 16 familias, la mayoria monocotiledéneas. Las plantas gedfitas
acumulan agua y nutrientes en los 6rganos de reserva, lo que les permite tener un
rapido crecimiento de brotes y flores en condiciones de 6ptimas de cultivo
(Podwyszynska, 2012), es por esto por lo que estas plantas se comercializan en su
estado de reposo vegetativo, es decir, en forma de bulbo, tubérculo o rizoma
(Cortez, 2014).

Plantas bulbosas nativas con potencial ornamental
La generacion de nuevas variedades es uno de los retos mas importantes de
la industria de las gedfitas ornamentales, muchos paises han realizado trabajos de

investigacion para evaluar su flora nativa como fuente de germoplasma para la

horticultura ornamental. Actualmente numerosas especies de gedfitas de Asia, Africa
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o Sudameérica, podrian ser comercializadas, aunque solo el desarrollo de variedades

podria generar beneficios econdmicos para estas regiones (Kamenetsky, 2017).

El sector floricola ha experimentado cambios a nivel global, entre ellos la
demanda de nuevas variedades, lo cual requiere la generacidén de conocimiento para
el mejoramiento, propagacion y estrategias de comercializacion. La produccion de
bulbos y otros érganos de reserva, el forzado y ciclos cortos de cultivo también son
importantes (Bridgen, 2012).

Una gran variedad de especies de plantas geofitas han mostrado potencial
para su produccion comercial como ornamentales, aunque no se han desarrollado
variedades por las caracteristicas biolodgicas o ciclo de vida complicados para su
manejo (Kamenetsky, 2017). Aunque se han hecho muchas investigaciones sobre
especies nuevas y promisorias, la industria floricola mantiene a la tendencia de
comercializar las gedfitas méas populares, mientras la produccién comercial de

geofitas ornamentales locales es modesta (Kamenetsky y Okubo, 2013).

Sprekelia formosissima

S. formosissima es una planta gedfita herbacea perenne que pertenece a la
familia Amaryllidaceae, se distribuye desde el norte (Chihuahua) al sur de México
(Oaxaca) y Guatemala. Esta monocotiledonea presenta bulbos globosos tunicados
con hojas basales en roseta, lineales de 20 a 45 cm de largo con un 4pice obtuso
gue en ocasiones alcanzan los 75 cm. Presenta un tallo floral (raramente dos o tres)
de 7 a 25 cm de longitud (algunas veces alcanza los 75 cm) que crece directamente
desde el bulbo, regularmente con una sola flor que puede ser de diferentes tonos de
rojo con simetria bilateral que puede alcanzar hasta 20 cm. La floracion se concentra
en marzo y abril, en cultivo puede florecer en cualquier época del afio (Tapia-
Campos et al., 2012; Cruz-Duque et al., 2019). Estas caracteristicas hacen de esta
especie una planta con potencial para ser utilizada en programas de mejoramiento

genético para la obtencién de nuevas variedades.
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Propagacion in vitro de plantas bulbosas

Las tasas de propagacion de la mayoria de las plantas gedfitas ornamentales
son bajas porque su multiplicacion se basa en la divisién de los 6rganos de reserva 'y
solo se obtienen unos pocos bulbos, cormos y tubérculos por afio. Otro problema de
este método de propagacion vegetativa es que el material vegetal madre es utilizado
por muchos afios y existe el riesgo de propagar organismos fitopatdgenos como
bacterias y hongos a partir del material propagado (Cheny Ziv, 2005).

En el proceso de micropropagacion de plantas geodfitas ornamentales, la
formacién de bulbos, cormos o tubérculos es una etapa esencial, debido a que solo
los érganos de reserva muestran un buen desarrollo en campo y capacidad alta para
formar raices, por ejemplo, los bulbos de lili y tulipan. Esto puede deberse a que los
bulbos, cormos y tubérculos poseen una relacion superficie-volumen mas favorable y
ademas tienen una capa de tejido externa mas resistente a la desecacién en

comparacioén con el tejido de brotes.

El uso de organos de reserva como “semilla” en las plantaciones, acorta el
periodo para la produccién de flores que en Lilium es de un afio, en Nerine dos y de
dos a tres afios en Tulipa (Langens-Gerrits et al., 2003; Ishimori et al., 2007;
Podwyszynska y Sochacki, 2010), estos 6rganos vegetativos son faciles de manejar
y transportar. En la propagacion in vitro los bulbos jovenes son utilizados para
multiplicacion y obtencién de mas bulbillos, a partir de escamas completas o
fragmentos en Lilium (Skoric et al., 2012), escamas gemelas en Narcisus y
Cyrtanthus (Hong y Lee, 2012) o mitades o cuartos de bulbillos en Amaryllis, Nerine
e Hippeastrum (llczuk et al., 2005).

Recientemente se han hecho estudios sobre propagacion in vitro de especies
gedfitas silvestres con potencial ornamental tales como Dierama sp. (Madubanya et
al.,, 2006; Koetle et al., 2010), Watsonia sp. (Ascough et al., 2008b), Muscari
azureum (Uranbey, 2010), Sprekelia formosissima (Cazarez et al., 2010), Brunsvigia
undulata (Rice et al.,, 2011), Romulea minutiflora, Sisyrinchium laxum, Tritonia
gladiolaris (Ascough et al., 2011) Romulea sabulosa (Swart et al.,, 2012) y
Ornithogalum sp. (Karaguzel et al., 2012), en todos los casos, los investigadores
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afirman que es indispensable contar con un método de propagacion in vitro para el
desarrollo de una nueva variedad ornamental a partir de germoplasma silvestre o
para la conservacion y restauracion de poblaciones amenazadas (Podwyszynska,
2012), para esto es necesario considerar que la formacion de bulbillos in vitro es
afectada por varios factores que incluyen el genotipo de la planta, condiciones de

cultivo y los suplementos adicionados el medio de cultivo (Ascough et al., 2008a).

En condiciones naturales, la propagacion vegetativa de Sprekelia es limitada
porque una planta produce uno o ningun brote por afio. Por esto, las técnicas de
propagacion in vitro son una alternativa para su propagacion y una forma de prevenir

la colecta excesiva de las poblaciones naturales.

Para la multiplicacion in vitro de Sprekelia formosissima se ha estudiado el
balance de citocininas y auxinas BA/IBA (2.05/0.25, 5/0.5, 10/1.0, 15/1.5 y 20/2.0
pUM), el mayor porcentaje de bulbos que desarrollaron brotes (75 %), el nUmero de
brotes por bulbo (2.66) y didmetro de bulbo (2.0) se registr6 con la relacion 20/2.0
UM de BA/IBA. También se estudio el efecto de concentraciones de sacarosa en el
medio de cultivo de 1, 2, 3, 4y 5 %, el diametro del bulbo varié de 2.9 a4.2 mmy el
namero de hojas se increment6 de 2.0 a 3.5 con 5 % de sacarosa, que fue la mejor

concentracion para el crecimiento de los bulbos.

Los bulbos de Sprekelia formosissima que se cultivaron durante dos semanas
en medio MS con 0, 0.49, 0.98, 1.96, 3.93 y 7.8 uM de &cido indol 3-butirico (IBA)
registraron el mayor porcentaje de bulbos con raices (93.75 %) con 0.98 uM de IBA.
El nimero de raices por bulbo se incremento de forma gradual con el aumento de la
concentracion de IBA de 0 a 1.96 pM (1.06 a 2 raices por bulbo) mientras que
concentraciones mas elevadas de IBA disminuyeron el numero de raices por bulbo
(.37 y 1.05 con 3.93 y 7.8 uM de IBA, respectivamente). La longitud de la raiz
disminuyo6 de 3.67 a 0.36 con el incremento de la concentracion de IBA de 0 a 7.8
UM. Después de 7 semanas en sustrato elaborado con suelo organico y agrolita (2:1
v/v) se encontré un 83 % de supervivencia en plantas de S. formosissima obtenidas
in vitro. Este protocolo de micropropagacion permitio obtener al menos 96 bulbos por

cada bulbo madre en 6 meses (Cazarez et al., 2010).
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Condiciones ambientales en la produccion in vitro de bulbos

Luz

La luz es uno de los factores ambientales mas importantes en el cultivo de
tejidos (Ascough et al., 2008b). Los fotoreceptores de las plantas han evolucionado
en estructuras bioquimicas articuladas que capturan fotones y detectan muchas de
las propiedades fisicas de la luz que son traducidas en respuestas bioquimicas y
bioldgicas capaces de regular el desarrollo de las plantas (Cavallaro, et al., 2022).
Aunqgue las plantas cultivadas in vitro son generalmente heterotroficas o mixotroficas
con una capacidad fotosintética limitada (la fuente de carbono es la sacarosa
suministrada a través del medio de cultivo), la luz tiene una funcién clave en la
expresion de genes, el metabolismo primario y secundario y el crecimiento y
desarrollo de los explantes (fotomorfogénesis) (Lin et al., 2011). En este contexto es
claro que la luz tiene un rol importante para la produccién exitosa de plantas in vitro
junto a otros factores como la composicion del medio, la temperatura y las
caracteristicas fisiologicas del explante (Seabrook, 2005). El control de la calidad de
luz (rangos de longitud de onda), intensidad de luz o irradiacion (flujo de fotones) y
régimen de luz (fotoperiodo) hace posible la produccién in vitro de plantas con las
caracteristicas deseadas (Miler et al., 2018).

En la morfogénesis de gedfitas ornamentales se ha reportado que hay tres
tipos de respuesta al fotoperiodo con relacion a la induccion de la formacion de los
organos de reserva: induccion inhibida por la oscuridad, induccion promovida por la
oscuridad e induccién promovida por la luz y la oscuridad (Ascough et al., 2008b). La
calidad e intensidad de la luz también pueden influir en el desarrollo y crecimiento de

estas plantas (Bach y Sochacki, 2013).

En tulipan y lili el numero de bulbos generados fue mayor cuando los
explantes fueron irradiados con luz roja o amarilla o cultivados en la oscuridad (Rice
et al., 1983; Pelkonen y Kauppi, 1999). Ademas, el tipo de luz puede interactuar con
el balance de diferentes carbohidratos (Bach y Sochacki, 2013). En general, el uso
de glucosa como fuente de carbono y el cultivo con luz azul o blanca promueve la

produccion de brotes adventicios de jacintos cultivados in vitro. En contraste, la
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produccion de bulbos maduros y bien desarrollados se ha observado con sacarosa y
condiciones de oscuridad o luz roja. Esto indica que la luz del rojo lejano y roja
induce la latencia del bulbo, mientras que con la luz azul se generan brotes nuevos y
se inhibe la maduracion de bulbos adventicios (Bach y Swiderski 2000). Este efecto
puede estar relacionado con la capacidad de la luz azul para disminuir la
concentracion de acido abscisico (Bach y Sochacki, 2013) que es requerido para la

latencia y formacion de bulbos (Langens-Gerrits et al., 2003).

La formacion de 6rganos de reserva en plantas gedfitas es un proceso que se
ha estudiado con profundidad en papa, en esta planta, la formacion de
microtubérculos in vitro se ha incrementado con la modificacion de factores de
incubacion como la temperatura y la luz (Lavrynenko et al., 2016). En plantulas de
papa in vitro la formacién de microtubérculos (tuberizacién) se puede inducir con
reguladores de crecimiento o mediante la modificacion de factores ambientales
(periodos de luz cortos o temperatura) incluso con ausencia de sacarosa y Sin
reguladores de crecimiento. Para la formacién de microtubérculos se recomienda la
incubacion de los explantes en la oscuridad o con intensidades de luz bajas (50 —
100 lux) con un periodo de luz de 8 a 12 horas (Seabrook, 2005). El almacenamiento
in vitro de tubérculos de papa en la oscuridad disminuye el tamafio de estos érganos
de reserva lo que puede revertirse con un fotoperiodo de 16 horas de luz con 30
umol m? st con el que se incrementa la acumulacién de biomasa y mejora la
brotacion (Naik y Sarkar, 1997). La intensidad de luz también afecta la duracion de la
dormancia de los microtubérculos de papa. Los microtubérculos inducidos y
desarrollados en un fotoperiodo de 8 h de luz comparados con la oscuridad
mostraron una dormancia mas corta, mientras que estos érganos tienen un periodo
de latencia mas largo cuando son almacenados con luz difusa en comparacion con
la oscuridad (Seabrook, 2005).

En el cultivo de lili, uno de los mas importantes entre las plantas ornamentales
a nivel mundial, las tasas de multiplicacion de bulbos que se obtienen in vitro son
altas, aunque los bulbos presentan un tamafio pequefio que no es apropiado para
ser usados de forma comercial. En un experimento para la propagacion de esta
especie in vitro se probaron tres condiciones de luz (continua, fotoperiodo de 16 h'y

oscuridad) y tres concentraciones de sacarosa (3, 6 y 9 %). El peso fresco y
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diametro de bulbillos se incrementé con 9 % de sacarosa en el medio de cultivo y
con oscuridad constante (226 y 200 mg y 5.8 y 6.8 mm, respectivamente). La
formacién de hojas y raices se inhibié por completo en la oscuridad (Kumar et al.,
2005). El incremento en el tamafio del bulbo con concentraciones altas de sacarosa
se debe principalmente a la acumulacién de almidon y carbohidratos totales
(Langens-Gerrits et al., 2003). Los explantes cultivados con luz produjeron un mayor
namero de bulbillos, aunque de menor tamafio en comparacion con los explantes
cultivados en la oscuridad donde se obtuvo un sélo bulbo, lo que puede deberse a
qgue la producciéon de mas de un bulbo generdé competencia por nutrientes mientras
que los bulbos solos tuvieron mayor disponibilidad de nutrientes para crecer. Esto
demuestra que las concentraciones altas de sacarosa y la incubacion en la
oscuridad pueden ser utilizadas para incrementar el tamafio de los bulbos de lili
obtenidos in vitro, lo que es indispensable para obtener una planta con crecimiento

vigoroso que produzca flores de calidad (Kumar et al., 2005).

En Narcisuss papyraceus se probaron los tratamientos combinados con los
factores sacarosa (3, 6 y 9 %) e intensidad de luz (oscuridad, 54 y 108 umol m2 s1).
A los 90 d se registr6 un mayor namero de bulbillos por explante (4.45) con 6 % de
sacarosa y 54 umol m2 s, mientras que el nimero de bulbillos decrecié en la
oscuridad y/o con la més alta intensidad de luz independiente de la concentracién de
sacarosa. La longitud (19.68 mm) y diametro (11.43 mm) del bulbo se incrementaron
con la mas alta concentracion de sacarosa e intensidad de luz (9 % y 108 umol m-2
s, respectivamente), los bulbos mas pequefios se obtuvieron en la oscuridad con 3
% de sacarosa con 7.12 mm de largo y 4.5 mm de didmetro Con el incremento de la
intensidad de luz, los bulbillos comienzan a almacenar nutrientes y como
consecuencia incrementan su tamafio. También se observé que el incremento de la
intensidad de luz (108 pmol m2 s1) coincide con una disminucién en el nimero de
bulbillos formados, lo que sugiere un efecto antagonista entre la concentracion de
sacarosa Yy la intensidad de luz, lo que resulta en la acumulacion de sacarosa en lo
bulbos y una disminucién en el nimero de bulbos que se producen (Hosseini et al.,
2013). Los resultados reportados en Lily y Narcisuss demuestran que en cada
especie bulbosa deben estudiarse y evaluarse las condiciones de luz éptimas para la
propagacion de bulbos de un tamafio adecuado que provean de los carbohidratos

necesarios para la posterior brotacion de la planta.
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Temperatura

La temperatura es un regulador natural de la morfogénesis, no solo regula las
tasas de crecimiento sino también la transicibn entre estados vegetativos y
reproductivos durante el desarrollo de las plantas (Ascough et al., 2008a). El efecto
de la temperatura sobre la induccién de los érganos de reserva en plantas bulbosas
varia con la especie. En Eucomis zambesiaca se probaron diferentes temperaturas
de incubacion (10, 15, 20, 25 y 30 °C) sobre secciones de hojas utilizadas como
explante para la formacion de bulbos, el mayor nimero de bulbos por explante (3) y
peso de bulbos (60.19 mg) se registré con 20 °C; a 25 °C el numero de bulbos fue
menor (1.65) (Cheesman et al., 2010). En Albuca pachychlamys se observd una
mayor supervivencia ex vitro de plantulas a 10 y 15 °C, sin embargo, la acumulacion
de biomasa en las plantulas y bulbos fue mayor a 25 °C (Kulkarni et al., 2005). Esta
respuesta puede ser aprovechada en ambas especies para inducir la formacion de
bulbillos a temperaturas mas bajas con respecto a la temperatura utilizada para
promover su crecimiento (Cheesman et al., 2010) y ademas muestran que el control
de la temperatura puede ser utilizado para inducir la formacién y crecimiento de los

organos de reserva en las plantas bulbosas.

Por otro lado, el tratamiento con temperaturas bajas es el Unico mecanismo
industrializado utilizado para el manejo de la latencia en las plantas bulbosas (Sun et
al., 2007). La latencia y el rompimiento de latencia son fendbmenos complejos e
importantes en estas plantas (Dole, 2003) y su regulacion es un reto que debe
resolverse para la aplicacion de practicas tecnologicas que permitan (Gude et al.,
2000) determinar en qué momento los bulbos estdn maduros o en una etapa de
rompimiento de latencia, controlar la latencia y la brotacion durante el cultivo y qué
condiciones son necesarias para el crecimiento normal del bulbo (Sun et al., 2007).
El tratamiento con temperaturas bajas generalmente es necesario para inducir la
brotacién en lilis después de cosechar los bulbos (Langens-Gerrits et al., 2003),
aunque los efectos provocados por este tratamiento son muy diversos y dependen
de la especie o variedad, condiciones de cultivo e incluso del tamafio de los bulbos
de la misma variedad. Usualmente el rompimiento de la latencia en Lily se logra con

temperaturas de 0 a 8 °C por 60 a 120 dias (Gude y Verbruggen, 2000).
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Durante el tratamiento con temperatura baja hay fases en las que el almidén
disminuye y se acumulan azucares solubles que es acompafada por la sintesis de
enzimas relacionadas con estos carbohidratos. En Lilium rubellum, el
almacenamiento de los bulbos por 14 semanas a 4-8 °C promovié el incremento de
las concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa en 1.5, 1.8 y 1.9 veces (Xu et
al., 2006). La sacarosa es un azucar soluble esencial que sirve como un
transportador de carbohidratos en los bulbos de lilis, su concentracion incrementa
continuamente durante las 10 semanas de almacenamiento de estos Organos y
luego decrece, en cambio la concentracién de glucosa y fructosa aumenta hasta 14
semanas después del inicio de la exposicidon a temperaturas bajas. Estos cambios
en las formas disponibles de los carbohidratos estan asociados con el nivel de
brotacién del bulbo y dependen de la temperatura y tiempo de almacenamiento que
afectan el metabolismo de los carbohidratos y la brotacion del bulbo (Sun et al.,
2007).

Los niveles enddgenos de hormonas en los bulbos estan relacionados con la
latencia y su rompimiento. El ABA es clave en la inhibicion del desarrollo de la yema
de los bulbos en la que disminuye por efecto de temperaturas baja mientras se
incrementa el contenido de GAs y la relacibn GAs/ ABA que son claves en la
brotacion del bulbo. Al mismo tiempo, el tratamiento con temperatura baja
incrementa la actividad de la enzima amilasa lo que resulta en una degradacién
rapida del almidén que provee de azlcares solubles suficientes para inducir el
crecimiento de la yema (Sun et al., 2007).

Componentes del medio de cultivo para la produccion in vitro de bulbos
Sacarosa
En la micropropagacion de especies bulbosas se busca producir bulbillos
grandes (Kumar et al., 2005) ya que el vigor y el crecimiento de las plantas estan

directamente relacionados con el tamafo de los Organos subterraneos que las

producen. Estos 6rganos deben alcanzar un tamafio adecuado para que la planta
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produzca flores y su crecimiento in vitro es afectado por la sacarosa (Lian et al.,
2003).

La sacarosa es considerada como la mejor fuente de carbono para el cultivo
de tejidos in vitro (George y Sherrington, 1984), es hidrolizada parcial o totalmente a
glucosa o fructosa que son absorbidas por los tejidos vegetales del medio de cultivo
(Cheesman et al.,, 2010). Durante el crecimiento y desarrollo de las plantas, la
sacarosa puede ser utilizada como fuente de carbono y energia, regulador osmotico
y ademas puede influir en las funciones fisioldgicas de las plantas mediante la
activacion de vias de sefalizacion especificas (Gao et al., 2018). En las células no
fotosintéticas de las plantas superiores, la sacarosa es transportada desde los
tejidos fotosintéticos en donde se degrada a los monosacéridos que la constituyen,
hexosas 0 hexosas fosforiladas que pueden ser utilizadas en reacciones metabolicas
(Ruan, 2014).

La sacarosa y otros azUcares solubles tiene un efecto diferente sobre la
formacion y expansion de los bulbos. La capacidad de modular la induccion y el
llenado de los bulbillos es mas fuerte en la sacarosa y decrece en este orden:
glucosa + fructosa, glucosa y fructosa. La sacarosa promovio la formacién del doble
de bulbillos en Lilium sargentiae E.H. Wilson en comparacion con glucosa y fructosa,
lo que indica que la sacarosa tiene una mayor eficiencia en la induccion de la
formacion de bulbos en comparacion con otros azlcares solubles y que esta
eficiencia no esta determinada solo por su funcion como fuente de carbono y energia

sino por su funcion como sefialador molecular (Gao et al., 2018).

Rodriguez-Falcéon et al. (2006) reportaron que en papa la sacarosa actia
como factor en la expresion de genes, que estan involucrados en la formaciéon y
crecimiento de los 6rganos de reserva in vivo o0 in vitro. La sacarosa también sirve
como fuente de carbono para la biosintesis de carbohidratos e induce cambios en la
osmolaridad del medio de cultivo (Podwyszynska, 2012) que afectan la morfogénesis
de las plantas cultivadas in vitro. Los genes de ADP-glucosa pirofosforilasa (enzima
clave en la regulacién de la sintesis de almidon y sacarosa) son activados por la

sacarosa (Riou-Khamlichi et al., 1999).
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La concentracion de sacarosa alta de 6 a 10 % en el medio de cultivo in vitro
induce la formacion de 6rganos de almacenamiento en varias especies de geofitas
ornamentales de los géneros Lilium, Tulipa, Narcisus, Hyacinthus, Gladiolus,
Eucrosia, Chalochortus, Crinum, Cyclamen, Croucus, Dierama, Iris, Hippeastrum,
Cyrtanthus y Rumuela (Podwyszynska, 2012). En lilis, el porcentaje de crecimiento
del bulbo atribuido a la sacarosa del medio de cultivo es de 45 — 50 % en explantes
de 15 mm de largo y 65 — 75 % para explantes de 5 mm de largo (Askari et al.,
2018), esto muestra la importancia del tamafio del explante, asi como la fuente de

sacarosa para el crecimiento de los bulbillos.

Es importante determinar la concentracion 6ptima de sacarosa para el
crecimiento de los bulbos in vitro ya que en Lilium sargentiae E.H. Wilson con 6 %
de sacarosa se registraron los valores mas altos para el diametro (17.7 mm), peso
fresco (2.1 g) e indice de crecimiento (762.1 %) en los bulbillos. Sin embargo,
cuando se incrementd la concentracion de sacarosa a 9 % el efecto del crecimiento
del bulbo decrecié a niveles comparados a los observados con 3 % del carbohidrato

con valores de 12.3 mm, 1 gy 717.3 %, respectivamente (Gao et al., 2018).

Foésforo

La composicion mineral de los medios de cultivo tiene efecto sobre la
morfogénesis de las plantas cultivadas in vitro (Ramage y Williams, 2002). El medio
MS ha sido ampliamente utilizado para la micropropagacién de especies gedfitas
como la papa (Lekamge et al., 2021), aunque su composicion mineral es insuficiente
para la concentracion de P requerida por algunas especies como Curcuma longa L.
y algunos genotipos de Hemerocallis (Adelberg et al., 2013). El P tiene un efecto
importante en el incremento del crecimiento de la papa cultivada in vitro (Lekamge et
al., 2021) y es esencial como componente estructural de acidos nucleicos,
fosfolipidos y ATP (Adelberg et al., 2010) y en numerosas funciones incluidas el

metabolismo de carbohidratos (Vance et al., 2003).

El P esta presente en los tejidos vegetales en dos formas: ortofosfato
inorganico (Pi) y esteres de fosfato organicos. La forma de Pi metabdlicamente

activo se localiza en el citoplasma, mientras que el exceso de P es almacenado en la
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vacuola desde donde se suministra al citoplasma en funcion de la demanda. Los
compuestos esterificados del P existen en varias formas, acidos nucleicos,
fosfolipidos, proteinas y metabolitos fosforilados como los azucares fosfato que se
forman por la fosforilacion de monosacéaridos después de su reaccion con ATP.
Estos compuestos son los primeros intermediarios en la sintesis y degradacion de
almidon y otros procesos metabolicos como la fotosintesis, respiracion y glicolisis e
incluyen al acido fitico, glucosa-6-fosfato y dihidroxiacetona fosfato (Malhotra et al.,
2018).

Los niveles de Pi regulan la distribucion del C entre la sintesis de sacarosa y
almiddn y la distribucion de fotosintatos en los tejidos de la planta (Malhotra et al.,
2018). El suministro limitado de Pi en los cloroplastos desplaza el flujo de C hacia el
almidon. Esto se logra mediante la estimulacibn de una enzima clave en la
biosintesis del almiddn, la ADP-glucosa pirofosforilasa, en niveles bajos de Pi y altos
de triosa-P. Asimismo, una mayor concentracion de Pi en el estroma induce la

descomposicion del almidén (Nielsen et al., 1998).

Acido abscisico

En muchas especies bulbosas el ABA ha sido asociado a la latencia
(fendbmeno regulado por la temperatura, luz y hormonas en el que cesa del
crecimiento y el metabolismo se detiene parcialmente). La disminucién del nivel de
ABA se ha correlacionado con el rompimiento de la latencia en Lilium rubellum, un
patron similar de disminucion de ABA se registr0 durante el almacenamiento de
cebolla. Los bulbos de Iris mostraron niveles altos de ABA previo al rompimiento de
la latencia. En Polianthes tuberosa el ABA induce y mantiene la latencia (Gul et al.,
2020).

La formacion del bulbo y la induccion de la latencia de estos 6rganos son
fendmenos relacionados y regulados por el acido abscisico, como lo sugieren los
resultados de experimentos realizados en jacinto (Hyacinthus orientalis L. "Delft
Blue”) en donde 70 % de los explantes incubados por cuatro semanas a 25 °C
seguido de ocho semanas a 5 °C formaron bulbos, mientras que en los explantes sin

tratamiento con frio se observdé menos de 20 % de brotes con bulbos. El acido
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abscisico promovio la formacién de bulbos en explantes incubados sin frio, a las 22
semanas se alcanzo 35, 58, 75 y 50 % de brotes con bulbos con 0, 0.1, 1.0 y 10 mg
L1 de &cido abscisico, respectivamente. La fluridona es un inhibidor de la sintesis de
acido abscisico. La exposicion de los explantes incubados a 5 °C a fluridona
disminuy6 la formacion de bulbos a las veintidos semanas de 100 % en el
tratamiento control a 45, 20 y 0 % con 0.03, 0.3 y 3 mg L™, respectivamente (li et al.,
2002).

Durante la formacion de cormos de Gladiolus hybridus la concentracion de
acido abscisico se incrementa y disminuye la concentracidon de giberelinas. Al
silenciar el gen GhNCED que expresa la sintesis de la enzima 9-cis-
epoxicarotenoide-dioxigenasa, clave en la produccion de acido abscisico, se reporta
una reduccioén en el contenido de esta fitohormona con un incremento de giberelinas
y una brotacion de cormos anticipada. Estos cormos formaron plantas con una
concentracion de almidén menor en sus hojas que produjeron cormelos pequefos y
delgados. En cambio, en los cormos en los que se silencio el gen (GhGA200x) para
la biosintesis de acido giberelico (AGs), se registré una disminucion en los niveles de
AGs3 y un efecto contrario con la formacion de cormos mas grandes y de mayor peso.
Los cormos con el gen GhNCED silenciado también mostraron una disminucién
considerable en la concentracion de sacarosa y almidon, en comparacion con los
cormos utilizados como control, mientas los cormos con el gen GhGA200x
silenciado, mostraron concentraciones mucho mayores. Esto demuestra que el acido
abscisico tiene un efecto positivo sobre la formacion de cormos mientras que las
giberelinas afectan su formacion y que ambas hormonas estan correlacionadas con
el contenido de almidén. Este rol antagonista entre el ABA y el AG se debe a que
tienen una funcién diferencial de regulacion del gen GhSUS2, el cual es expresado
principalmente en los 6rganos demanda y es responsable de la formacion de
sacarosa sintasa que cataliza la conversion reversible de sacarosa a fructosa y
UDP-glucosa a partir de los cuales se forma 1-P glucosa, sustrato de la primera

enzima en la sintesis del almidén AGPasa (Li et al., 2021).
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Dinamica del carbono en la formacién de bulbos

El proceso de tuberizacion (proceso mediante el cual se forman los 6rganos
de reserva en las plantas gedfitas) es controlado por la interaccion de factores
ambientales, bioquimicos y genéticos. En general, este proceso comprende tres
etapas: 1) induccion, 2) iniciacién y 3) crecimiento del érgano de almacenamiento
(Sarkar, 2008). La induccibn se desencadena por sefales exdgenas como
temperaturas altas o bajas, dias largos o cortos y concentraciones de sacarosa
altas. Durante la iniciacion se incrementa la biosintesis de carbohidratos y la etapa
de crecimiento de bulbo, cormo, tubérculo o cualquier érgano de almacenamiento se
relaciona con la acumulacion de agua y reserva de nutrientes, principalmente

carbohidratos, ademas del inicio de un periodo de latencia (Podwyszynska, 2012).

La formacion y desarrollo de los bulbillos estan estrechamente relacionados
con el metabolismo de los carbohidratos (Li et al., 2014) y a pesar de la importancia
de los carbohidratos de reserva en las geoéfitas ornamentales y sus implicaciones
econdémicas a nivel mundial, hay una escasez de informacion relacionada a su
identidad y distribucién entre las especies. En cultivo in vitro es de interés investigar
las funciones especificas de estos carbohidratos y cémo éstos son utilizados durante
el crecimiento y desarrollo de estas especies (Ranwala y Miller, 2008).

Carbohidratos no estructurales

Las plantas asimilan el carbono via fotosintesis y utilizan la mayor parte en el
metabolismo (por ejemplo, la respiracion) y la sintesis de compuestos estructurales,
una fraccion pequefia es retenida en forma de compuestos de carbono no
estructurales que incluyen a los carbohidratos no estructurales (almidon, azucares
solubles y fructanos en algunas hierbas y pastos) y lipidos neutros que abundan en
algunos taxones. Estos carbohidratos son conocidos como de almacenamiento,
debido a que se utilizan para mantener la actividad metabélica nocturna y para una
variedad de funciones durante condiciones de estrés en las que la asimilaciéon de
carbono es insuficiente para cubrir la demanda (Martinez et al., 2016). A pesar de la

importancia de los carbohidratos no estructurales sobre el balance del carbono en
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las plantas, el conocimiento sobre su dinamica, funcidén y regulacion aun es limitado
(Dietze et al., 2014).

Las plantas gedfitas han evolucionado para sobrevivir en ambientes adversos
a través de la produccion de 6rganos subterrdneos de reserva que sirven también
para la propagacion vegetativa. El almacenamiento de grandes cantidades de
carbohidratos no estructurales en los 6rganos de almacenamiento en las geofitas
asegura una fuente de carbono y suministro de energia durante condiciones no
favorables, ademas permite una brotacién y crecimiento reproductivo rapidos en

condiciones ambientales favorables (Ranwala y Miller, 2008).

La sacarosa se produce en los 6rganos fuente (por ejemplo, las hojas) y es
transportada a los 6rganos demanda (6rganos no fotosintéticos) donde se utiliza
para la produccion de almidon que se almacena en los amiloplastos. La sacarosa es
transportada entre las células de los oOrganos demanda a través de los
plasmodesmos y transportadores (Ma et al., 2019; Stein y Granot, 2019). La
sacarosa es hidrolizada por la invertasa a fructosa y glucosa en el citosol o dividida
en fructosa y uridina glucosa difosfato por la sacarosa sintasa. La uridina glucosa
difosfato puede ser transformada después en adenosina difosfato glucosa (ADP
glucosa) por la UGPasa y AGPasa y es el sustrato principal para la biosintesis de
almidon en angiospermas, catalizado por las almidon sintasas que adicionan el

residuo glucosidico a las cadenas de glucanos (Li et al., 2021).

La concentracion de carbohidratos no estructurales (almidon y/o fructanos y
azucares solubles) se utliza frecuentemente para estudiar y medir el
almacenamiento. La composicion exacta de los azlcares solubles en las plantas
terrestres es variable, aunque glucosa, fructosa y sacarosa son los compuestos mas
comunmente medidos (Martinez et al., 2016). Estos carbohidratos fueron registrados
en 30 ornamentales gedfitas en concentraciones menores a 100 mg g MS, el
almidon y fructanos fueron los carbohidratos no estructurales mas abundantes (> 90
%), entre los cuales el almidén predomind. El almidén es la principal forma de
reserva de carbohidratos y energia en las plantas, en los organos de
almacenamiento de las geofitas se conserva en los amiloplastos desde donde se

utiliza para reiniciar el crecimiento (Ranwala y Miller, 2008).
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Almidén y las enzimas relacionadas con su sintesis

El almidén sirve como la principal forma de almacenamiento en las plantas
superiores y se acumula en los érganos demanda (por ejemplo, semillas, raices y
bulbos) antes de concluir cada ciclo de vida. El analisis del transcriptoma en papa y
Lilium sugiere que el metabolismo de la sacarosa y el almidon esta relacionado con
la tuberizacion y la transicion de brote a bulbo (Wu et al., 2021; Li et al., 2014; Gul et
al., 2020b).

La sintesis de carbohidratos de reserva, incluido el almidén, esta altamente
relacionada con los ultimos estados de formacién de los 6rganos de almacenamiento
en las plantas geofitas (Rodriguez-Falcon et al., 2006). El almidon consiste en dos
tipos de polisacaridos: amilosa y amilopectina. La amilosa es un polimero lineal
formado por cadenas de glucosa unidas con enlaces glucosidicos a-1,4, tiene pocas
ramificaciones a través de enlaces glucosidicos a-1,6. La molécula de amilopectina
es mas grande que la molécula de amilosa y contiene ramificaciones abundantes
mediante enlaces a-1,6 que conectan cadenas de glucanos unidas a través de
enlaces a-1,4 que forman una estructura repetida de laminillas amorfas y cristalinas
(Jeon et al., 2010).

El almidon es la principal forma de reserva de carbohidratos y energia en las
plantas, puede dividirse en dos formas, transitorio y de almacenamiento. En los
tejidos fotosintéticos los almidones transitorios se acumulan en los cloroplastos
durante el dia y por la noche son transportados y degradados para proveer energia
para el crecimiento y metabolismo. En los tejidos no fotosintéticos como semilla,
endospermo, tubérculos y raices de almacenamiento, el almidén de almacenamiento
es conservado por periodos largos en plastidios especializados Illamados
amiloplastos desde donde puede ser movilizado para la germinacion, brotacion o

para reiniciar el crecimiento (Pfister y Zeeman, 2016).

El almidén sintetizado en los amiloplastos de los 6rganos de reserva es
depositado como un cristal granulado que consiste en amilosa (20 — 30 %) y
amilopectina (70 — 80 %) (Ji et al., 2003). En la biosintesis de este homopolisacéarido

la ADP-glucosa-pirofosforilasa (AGPasa) cataliza el primer paso al utilizar la glucosa-
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1-fosfato y ATP para formar ADP-glucosa (el sustrato para la sintesis de almidon) y
pirofosfato (PPi). La enzima AGPasa ha sido estudiada en muchos o6rganos
demanda en plantas, en frijol mungo (Vigna radiata) se postula que la actividad de
demanda de la semilla es muy alta y se mantiene una actividad ininterrumpida de las
enzimas que controlan el flujo de C a este dérgano para alcanzar un tamafo
adecuado (Chopra et al.,, 2007). La enzima sintasa ligada al granulo de almidon
(GBSS) puede elongar la amilosa (Nelson y Rines, 1962) mientras que la enzima
almidén soluble sintasa (SSS) esta involucrada en la biosintesis de amilopectina
(Streb y Zeeman, 2012).

La AGPasa y los transcriptores de las enzimas SSS, GBSS y la enzima
ramificadora de almidén son altamente regulados durante el desarrollo de los
tubérculos en papa (Viola et al., 2001). La regeneracién in vitro de bulbos en
Narcissus tazetta estd altamente correlacionada con la actividad de la AGPasa y la
concentracion de almiddn en los explantes iniciales (Chen y Ziv, 2005). En bulbos de
jacinto recién formados in vivo, se registré una actividad alta de AGPasa y las
almidon sintasas, ademas de la acumulacion de almidén en estos érganos (Addai,
2011). El incremento en la actividad de la AGPasa y la correlacibn con la
acumulacion de almidon, parecen ser un marcador bioquimico de la etapa inicial en
la formacién de bulbos en narciso y jacinto y de tubérculos en papa (Podwyszynska,
2012).
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IV. RESULTADOS

CAPITULO |
LA LUZ PROMUEVE LA BULBIFICACION in vitro DE Sprekelia formosissima.

Resumen

Sprekelia formosissima es una geofita ornamental que se propaga por division
de bulbos ya que su obtencion por semilla lleva hasta cuatro afos. La
micropropagacion es una opcion para producir bulbos que crecen y acumulan
carbohidratos de manera diferenciada bajo distintas condiciones de luz y en funcion
de la especie. En 2022, se evalué el crecimiento in vitro de bulbos de S.
formosissima con 0, 30, 60, 120 y 130 pmol m? s de luz. Los bulbos se cultivaron
en medio MS con 4 % de sacarosa y fotoperiodo de 16 h. A los 80 dias se midi6
namero, color, clorofila y longitud de hojas, peso fresco y seco de hojas y bulbos,
diametro y largo de bulbos. Se midieron los azucares solubles totales, azucares
reductores, sacarosa, fructosa en hojas y ademdas almidon en bulbos. Para
determinar almidén se probaron 4 y 8 U de amiloglucosidasa y a-amilasa con 6, 12 y
24 h de digestion. Con los datos se realiz6 un ANDEVA vy la prueba de Tukey
(p<0.05). Con 130 pumol m? st aumentd el peso fresco (119.36 mg), seco (33.14 mg)
y diametro de bulbo (0.39 cm), nUmero de hojas (2.25), clorofila a, b, total (0.71, 0.21y
0.92 mg/g peso freso, respectivamente) y almidén en bulbos (146.01 mg/g peso
fresco), estas variables disminuyeron en oscuridad. La intensidad alta de luz in vitro
incrementa la biomasa y almidon en bulbos de S. formosissima que se estim6 con 8

U de amiloglucosidasa y a-amilasa y 24 h de digestion.

Palabras clave: micropropagacion de gedfitas, intensidad de luz, carbohidratos.
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LIGHT PROMOTES in vitro BULBIFICATION OF Sprekelia formosissima.

Abstract

Sprekelia formosissima is an ornamental geophyte that propagates by dividing
bulbs since obtaining them by seed takes up to four years. Micropropagation is an
option to produce bulbs that grow and accumulate carbohydrates differently under
different light conditions and depending on the species. In 2022, the in vitro growth of
S. formosissima bulbs with 0, 30, 60, 120 and 130 pmol m2 st of light was
evaluated. The bulbs were grown in MS medium with 4% sucrose and a photoperiod
of 16 h. At 80 days, the number, color, chlorophyll and length of leaves, fresh and dry
weight of leaves and bulbs, diameter and length of bulbs were measured. Total
soluble sugars, reducing sugars, sucrose, fructose in leaves and starch in bulbs were
measured. To determine starch, 4 and 8 U of amyloglucosidase and a-amylase with
6, 12 and 24 h of digestion were tested. An ANDEVA and Tukey's test were
performed with the data (p<0.05). With 130 umol m=2 s the fresh weight (119.36 mg),
dry weight (33.14 mg) and bulb diameter (0.39 cm), number of leaves (2.25),
chlorophyll a, b, total (0.71, 0.21 and 0.92 mg/g fresh weight, respectively) and starch
in bulbs (146.01 mg/g fresh weight) increased, these variables decreased in
darkness. High light intensity in vitro increases biomass and starch in S.
formosissima bulbs, which was estimated with 8 U of amyloglucosidase and a-

amylase and 24 h of digestion.

Keywords: geophytes micropropagation, light intensity, carbohydrates.
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Introduccién

Las plantas geofitas ocupan un lugar importante en la horticultura ornamental,
se usan como flor de corte, planta en maceta, jardineria y paisajismo (Zhao et al.,
2022). Los géneros de mayor importancia en la industria floricola son Tulipa, Lilium,
Narcissus, Gladiolus, Hyacinthus, Crocus e Iris; ademas de Freesia, Ornithogalum,
Hippeastrum, Allium y Muscari, aunque la saturacion del mercado con estas flores y
la demanda de los consumidores por nuevas variedades ha estimulado el interés por

evaluar la flora nativa como fuente de cultivos ornamentales (Kamenetsky, 2017).

Una opcion es Sprekelia formosissima (L.) Herbert, que se conoce como lirio
azteca y se distribuye desde el norte (Chihuahua) al sur de México (Oaxaca). Es una
planta gedfita herbacea perenne que presenta bulbos globosos tunicados que
producen un tallo floral (raramente dos o tres) que puede alcanzar 75 cm,
regularmente con una flor de diferentes tonos de rojo de hasta 20 cm (Cruz-Duque et
al., 2019).

La propagacion tradicional de Sprekelia formosissima es por division de
bulbos, ya que obtener plantas con flores a partir de semilla puede llevar hasta
cuatro afios (Borys et al., 2005), ademas la propagacion vegetativa es limitada a la
produccion de uno o ningun brote por afio. Por esto, las técnicas de propagacion in
vitro son una alternativa para la propagacion masiva de esta especie en la que se
pueden obtener hasta 96 brotes en seis meses a partir de un solo bulbo (Céazarez et
al., 2010). Sin embargo, el reto en la micropropagacion de esta especie bulbosa es
la bulbificacion (formacion y crecimiento de bulbos), ya los bulbillos producidos in
vitro que crecen lo suficiente para lograr un estado de desarrollo adulto, brotan
rapido y forman tallos, hojas y flores; por el contrario, los bulbos de menor tamafio
pasan por un estado juvenil, que en el caso de lilis forman Unicamente hojas en

roseta sin producir flores (De Klerk, 2012).

El crecimiento de la planta posterior a la brotacién esta relacionado con la
acumulacion de almidén y azucares solubles como sacarosa, glucosa y fructosa
durante la bulbificacion (Podwyszynska, 2012). La acumulacion de carbohidratos en

bulbosas ornamentales puede ser afectada por las variables ambientales de
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incubacion como la luz (intensidad, calidad y fotoperiodo), que modula el crecimiento

y desarrollo de las plantas cultivadas in vitro (Yang et al., 2018).

De acuerdo con Sevgin y Karatas (2022) la intensidad de luz utilizada en la
micropropagacion de especies gedfitas varia de 30 a 40 umol m st aunque otros
estudios indican que la oscuridad promueve la formacién de bulbos in vitro ya que
simula las condiciones subterraneas de crecimiento naturales (Ulrich et al., 1999;
Rice et al., 2011). En Narcissus tazzeta L., Rahimi et al. (2020), estudiaron el efecto
de la incubacion con fotoperiodo de 16/8 horas luz /oscuridad y oscuridad, quienes
consignaron que el tratamiento con luz (40 pumol m2 s1) propici6 mayor nimero de
bulbos (13.5 + 1.44), numero (6.2 + 0.87) y largo de hojas (0.86 + 0.46).

Asimismo, la oscuridad inhibié completamente la formaciéon de bulbos en
Eucomis zambesiaca y el fotoperiodo de 8 horas de luz promovié su formacion
(Cheesman et al., 2010). Por el contrario, en Hyancinthus orientalis (Kim et al., 1981)
y L. longiflorum (Kumar et al., 2006) se report6 un nimero de brotes mayor en

condiciones de oscuridad.

Estos datos muestran que los efectos de la luz y la oscuridad en la produccion
in vitro de bulbos en las plantas gedfitas deben ser estudiados en cada especie para
determinar las condiciones éptimas para la produccion de bulbos de calidad. Por lo
anterior, el objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de la intensidad de
luz sobre 1) el crecimiento in vitro de bulbos de Sprekelia formosissima y 2) la
concentracion de almidon, azucares solubles totales, azucares reductores, sacarosa

y fructosa en los bulbos.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las semillas de Sprekelia formosissima se colectaron en la localidad de
Tejerias en Uruapan, Michoacan (19° 23 89” N y 102° 00" 22.82” O). Estas se
sumergieron en solucién con 1 mg L de Tecto® (tiabendazol 60 %) y 60 gotas de

Microdin® (plata ionizada 0.35 %) por 15 minutos; luego se enjuagaron tres veces
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con agua estéril. La desinfeccidn se efectué con una solucion de hipoclorito de sodio
(2.1 %) durante 15 minutos y tres enjuagues con agua estéril. Después, las semillas
se germinaron en medio Murashige y Skoog (1962) con 100 mg L™ mioinositol, 0.4
mg L* de tiamina, 6 g L* de agar (medio basal) mas 3 % de sacarosa. El pH del
medio se ajustd a 5.8, la incubacion de los cultivos fue a 25 °C, con fotoperiodo de
16/8 h luz/oscuridad y radiacién fotosintéticamente activa de 60 pmol m=2 s con
lamparas de luz fluorescente blanca de 75 W. Las plantulas con bulbillos se

obtuvieron a las ocho semanas.

Tratamientos y disefno experimental para evaluar el efecto de la intensidad de

luz

A los bulbillos se les quit6 la parte apical mediante un corte transversal, a la
parte basal se le hizo un corte longitudinal para promover la propagacion de nuevos
bulbillos. Estos explantes se cultivaron en frascos de 100 mL de capacidad con 25
mL de medio Murashige y Skoog con 4 % de sacarosa, 2 mg L de benciladenina
(BA) y 2 mL L de preservador para cultivo de tejidos vegetales (PPM por sus siglas
en inglés con 0.135 % de 5-cloro-2-metil-3(2H)-isotiazolona y 0.0412 % de 2-metil-
3(2H)-isotiazolona).

A los 60 dias se seleccionaron bulbillos de 0.2 a 0.3 cm de diametro, se
colocaron en medio basal y se incubaron en oscuridad y con diferente intensidad de
luz (30, 60, 120 y 130 umol m? s?) con fotoperiodo de 16/8 h oscuridad/luz. El
disefio experimental utilizado fue completamente al azar y la unidad experimental

consistié en un frasco con dos bulbillos de S. formosissima.

A los 80 dias después de establecido el experimento (dde), en las hojas se
evalud la concentracion de clorofila, color, numero y longitud de la hoja mas larga.
En bulbos se midié ancho, longitud y contenido de almidén. En bulbos y hojas se
registr6 peso fresco, peso seco y contenido de carbohidratos solubles (solubles

totales, reductores, sacarosa y fructosa).

Para medir clorofila, las hojas se colocaron en 5 mL de N,N dimetilformamida

en oscuridad por 72 horas a 4 °C, después se tomo6 1 mL del solvente y se midi6 la
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absorbancia en un espectrofotometro (Jenway 6305) a 664 y 647 nm, con estos
datos y las funciones clorofila a= 12.70(Aes4)-2.79(As47), clorofila b= 20.70(Asa7)-
4.62(Aess) y clorofila total= 17.90(As47) — 8.08(Ass4) se calculd la concentracion de

clorofila en mg L'y con el peso de muestra en mg/g peso fresco (Porra et al., 1989).

Para el color se utilizaron las cartas de colores de la Royal Horticultural
Society (RHSCC sexta edicion) con las que se establecié una escala con valores
consecutivos de 1 a 27 que corresponden al numero de colores registrados desde
blanco (NN155D) a verde con diferentes tonalidades claras a oscuras (N189A)
(Figura 1).

NNI55D NNI55C NNI155B NNISSA 155C 158C 145D 145B 144D
10 11 12 13 14 15 16 17 18

143C 141C 143A 144A 146B 138A 141B 141A 146A
19 20 21 22 23 24 25 26 27

137C 137B 137A N134A NNI137B NNI37A 147A 139A NI89A

Figura 1. Numero consecutivo asignado y nombre de colores de la Royal
Horticultural Society registrados en hojas de S. formosissima propagada

in vitro con diferente intensidad de luz.

Para determinar los carbohidratos solubles se utiliz6 una muestra de
aproximadamente 50 mg de tejido pulverizado congelado, a la que se adicionaron
500 pL de etanol 80 %, luego la muestra se calenté a 80 °C por 30 minutos con
agitacién cada 10 minutos y se centrifug6 a 13,000 rpm por 10 minutos para separar
y recuperar el sobrenadante del sedimento, este procedimiento se repiti tres veces
a partir de la adicion del etanol 80 %. A partir del sobrenadante, los azlcares
solubles totales se determinaron por el método de fenol — acido sulfurico (Rover et
al., 2013), azucares reductores por Somogyi-Nelson (Maldonade et al., 2013) y
sacarosa Yy fructosa por el método propuesto por Seliwanoff (Quesada, 2007). La
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determinacién de clorofila se realiz6 con tres repeticiones por tratamiento, los
carbohidratos no estructurales con cuatro, nimero y longitud de hoja mas larga con

diez y para el resto de las variables se midieron siete repeticiones por tratamiento.

Estandarizaciéon de la técnica para la determinaciéon enzimatica de almidén en

bulbos de Sprekelia formosissima

Antes de evaluar el efecto de la intensidad de luz sobre el contenido de
almidon en bulbos de Sprekelia formosissima, se realizé un ensayo para establecer
la concentracién de a-amilasa, amiloglusidasa y el tiempo de digestiéon 6ptimos para
estimar la concentracion de este polisacarido. Para determinar el almidén se utilizé
el sedimento descrito en la determinacion de carbohidratos solubles, en este caso el

lavado con etanol 80 % se realiz6 tres veces mas.

Después de lavar con etanol 80 % el sedimento se sec6 a 80 °C y se
agregaron 200 uL de agua destilada estéril, la muestra se calenté a 95 °C por 45
minutos para gelatinizar el almidon y luego se agregaron 300 pL de una solucion
buffer de acetato de sodio 0.2 M (pH 5.4) que contenia a-amilasa de Bacillus
licheniformis (EC 3.2.1.1) y amiloglusidasa de Aspergillus niger (EC 3.2.1.3). Se
utilizé un arreglo de tratamientos factorial con seis repeticiones para probar dos
concentraciones de enzimas (4 y 8 U de cada enzima) y tres tiempos de incubacion
de la reaccion a 37 °C (6, 12 y 24 horas), luego se midi6 la cantidad de glucosa
hidrolizada por el método de Somogyi-Nelson (Maldonade et al., 2013) para estimar

el contenido de almidén en la muestra.

Analisis estadistico

La normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos se corrobor6 con la
prueba de Shapiro-Wilks y Levene, respectivamente. Se transformaron las variables
clorofila a, clorofila total (z2) y color de hojas [exp(z)], peso fresco, seco y longitud de
hoja mas larga [log(z +1)], peso fresco [log {z + V(z + 1)}] y seco de bulbo (\z),
fructosa, azlcares solubles totales en bulbo [log{z + V (zZ2 + 1)}] y azlcares

reductores en hojas y bulbos (1/z). Con los datos obtenidos se realizé un analisis de
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varianza (p < 0.05) y la prueba de medias de Tukey (p < 0.05) con el programa
SAS® OnDemand for Academics (SAS, 2023).

Resultados y discusién

Crecimiento y acumulacion de biomasa en bulbos

Contrario a lo que ocurre en lilis que se cultiva en oscuridad, el crecimiento in
vitro de bulbos y el nimero de hojas formadas en S. formosissima se increment6 con
la mayor intensidad de luz probada en este experimento (130 pmol m? s?) en
comparacién con los bulbos cultivados en oscuridad que acumularon la menor

cantidad de biomasa y generaron menos hojas (Cuadro 1).

Las plantas cultivadas in vitro son generalmente foto-mixotroficas, usan como
fuente de carbono la sacarosa del medio de cultivo, aunque pueden satisfacer parte
de su demanda mediante fijacion fotosintética del CO:2 disponible en los
contenedores donde se cultivan (Badr et al., 2011), es por esto que el incremento de
la biomasa en bulbos S. formosissima registrado con mayor intensidad de luz puede
explicarse por la formacion de una mayor cantidad de hojas que en estas
condiciones suministran los fotosintatos acumulados en los bulbos que se comportan
como organos demanda y acumulan carbohidratos para formar almidon a partir de

los 6rganos fuente y el medio de cultivo.

En Narcissus papyraceus cv. Shirazi, los bulbos almacenan nutrientes e
incrementan su diametro (11.43 +/- 0.93 mm) y longitud (19.68 +/- 0.52 mm) bajo
condiciones de intensidad de luz alta (108 pmol m2 s?) y 90 g L! de sacarosa
(Hosseini et al., 2013). En bulbos de lilis ‘Siberia’ cultivados in vitro, se reportd un
incremento del diametro del bulbo de 443.70 % cuando se indujo la diferenciacion y
llenado de bulbo en la oscuridad y de 245.33 % con un fotoperiodo de 16/8 horas
luz/oscuridad, en comparaciéon con el diametro inicial de los explantes; el nimero y
longitud de raices por bulbo fue de 14.53 y 7.31 raices de 3.68 y 0.79 cm,
respectivamente (Zhang y Jia, 2014).
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Los bulbos de S. formosissima cultivados en la oscuridad desarrollaron en
promedio 2 raices de 0.8 cm de longitud de la raiz mas larga, en contraste los bubos
de lilis ‘Siberia’ produjeron un mayor numero de raices con mayor longitud por bulbo
en estas condiciones, lo que permiti6 una mayor absorcion de nutrientes del medio

de cultivo y el incremento del tamarfio del bulbo en la oscuridad.

Cuadro 1. Efecto de la intensidad de luz sobre el crecimiento de plantulas de S.

formosissima propagados in vitro.

Intensidad de luz Bulbos Numero

(umol m2 s1) Diametro (cm) Peso fresco (mg) Peso seco (mg) de hojas

0 0.27 b 4721 b 6.21 b 120 b

30 0.32 ab 64.50 ab 1235 b 1.75 ab

60 0.37 ab 71.57 ab 13.78 b 1.80 ab

120 0.31 ab 65.93 ab 16.07 b 1.95ab
130 0.39a 119.36 a 33.14a 225a

DSH (0.05) 0.11 61.95 15.51 0.82

Medias con letras iguales en columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, p

< 0.05). DSH: diferencia significativa honesta.

Las hojas que crecieron a partir de los bulbos de S. formosissima cultivados in
vitro presentaron un color verde intenso en los tratamientos con mas luz y una
decoloracion marcada cuando las plantulas crecieron en la oscuridad (Figura 2), en
estas condiciones se registraron las concentraciones mas bajas de clorofila a, b y
total en hojas con valores 55, 35 y 58 veces menores a los registrados con 130 pmol

m~2 s, respectivamente (Cuadro 2).
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Intensidad de luz (umol m2 s™)

30 60 120 130

Color de hojas (Royal Horticultural Society, sexta edicidn)

Figura 2. Color de hojas en plantulas de S. formosissima a partir de bulbos
propagados in vitro con diferente intensidad de luz. La barra en la figura

representa 1 cm.

Cuadro 2. Efecto de la intensidad de luz sobre la concentracion de clorofila y color
de hojas de S. formosissima cultivada in vitro.

Intensidad de luz Color Clorofila a Clorofila b Clorofila total
(umol m2 s?) (mg / g peso fresco)

0 542 ¢ 0.013 ¢ 0.006 ¢ 0.016 ¢
30 19.42 ab 0.373 b 0.106 bc 0.480 bc

60 18.00 b 0.523 ab 0.133 ab 0.656 ab

120 19.21 ab 0.580 ab 0.133 ab 0.720 ab

130 23.42 a 0.713 a 0.210 a 0.923 a
DSH (0.05) 4.56 0.306 0.100 0.400

Medias con letras iguales en columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, p
< 0.05). DSH: diferencia significativa honesta.

Los resultados en experimentos con diferentes condiciones de luz muestran
que la mayor concentracion de clorofila (principal pigmento asociado a la
fotosintesis) esté relacionada con la acumulacion de materia fresca y seca en los
explantes de plantas in vitro (Batista et al., 2018), como ocurrié en S. formosissima
donde la mayor acumulacion de biomasa se registré con la intensidad de luz mas
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alta. También se ha documentado que las plantas bajo estas condiciones pueden
producir concentraciones altas de clorofila y carotenoides como mecanismo de
proteccion contra la fotoxidacion (Alvarenga et al., 2015), ya que si el exceso de
energia absorbida por el aparato fotosintético no es disipado rpidamente puede
resultar en fotoinhibicion y dafio en el centro de reaccion fotosintética (Takahashi y
Murata, 2008).

La acumulacion de clorofila en hojas de S. formosissima registrada en este
trabajo con la intensidad de luz de 130 pmol m? s, podria ser un mecanismo de
proteccion, tal como lo sugieren Alvarenga et al. (2015), quienes cultivaron Achillea
milefolium (asteracea que forma rizoma) in vitro, con cinco intensidades de luz, 13,
27, 35, 47 y 69 pmol m?2 st y en la que registraron la mayor concentracion de
clorofila a, b y total (1.18, 0.63 y 1.81 mg / g peso fresco) con la intensidad de luz
mas alta, pero con el crecimiento vegetativo mayor (nimero de raices, longitud de

brote y acumulacién de materia seca) con 27 pumol m2 s,

En contraste, la mayor acumulaciéon de biomasa en bulbos de S. formosissima
con 130 pmol m2 st de luz probada en este experimento puede explicarse por el
incremento en el nimero de hojas, clorofila y fotosintesis que permiti6 movilizar y
acumular en estos 6rganos una mayor cantidad de fotosintatos generados en las
hojas en comparacion con los bulbos en la oscuridad que obtuvieron el carbono
anicamente de la sacarosa del medio o los bulbos con intensidades de luz mas baja
que obtuvieron una menor cantidad de carbono mediante la fijacién de CO2. Estos
resultados demuestran que la respuesta a la intensidad alta de luz es diferente entre
las especies y que solo las plantas adaptadas a radiacion alta en su medio natural
presentan mayor tasa fotosintética y crecimiento bajo estas condiciones in vitro
(Cavallaro et al., 2022).

Estandarizacion de la concentracion de enzimas (a-amilasa vy
amiloglucosidasa) y tiempo de digestion in vitro para estimar almidén en

bulbos de Sprekelia formosissima

La interaccion entre la concentracion enzimatica y el tiempo de digestion de

almidon no fue significativa (p<0.05) (Cuadro 2A), aunque de forma independiente, el
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mayor grado de hidrélisis de almidén en los bulbillos de S. formosissima se registro
con 8 U de ambas enzimas, a-amilasa y amiloglucosidasa, con 110.71 mg/g peso
fresco y 24 horas de digestion, con 125.87 mg/g peso fresco (Figura 3). Esta
cantidad es 16 y 1.3 veces superior a la cantidad de a-amilasa y amiloglucosidasa
que Smith y Zeeman (2006) sugieren para determinar el contenido de almidon en
tejido vegetal con 4 horas de incubacién a 37 °C. La mezcla de ambas enzimas fue
eficiente para la digestion del almidon en bulbos de S. formosissima aunque,
algunas investigaciones sugieren usar solo una enzima lo que parece no ser
adecuado con base en los resultados de la digestion de almidén de maiz y papa
donde se probaron diferentes tiempos de digestion con amiloglucosidasa sola (14 U)
y con las enzimas a-amilasa y amiloglucosidasa juntas (25 y 14 U, respectivamente),
la hidrolisis del almidon fue més répida con ambas enzimas y a las 24 horas casi
todo el almidén del maiz fue hidrolizado a glucosa mientras que un tercio del almidén

de papa permanecio sin hidrolizar (Zhang et al., 2013).

En Lilium lancifolium se determiné el contenido de almidon en bulbos maduros
y bulbillos recién formados con 50 U de a-amilasa con un tiempo de digestion de 1,
2,4,8,12, 24, 48 y 72 h. El almidon de los bulbillos mostré menor resistencia a la
digestion con el porcentaje mayor de almidén (40 %) registrado a las 24 h
comparado con bulbos en los que se registré cinco veces menos almidén en este
mismo tiempo. Estas variaciones de concentracion enzimatica y tiempo de digestion
en la determinacién del contenido de almidon en tejido vegetal se deben a las
diferencias en las caracteristicas de este polisacarido, entre ellas el tamafio del
granulo, la proporcion de amilosa y amilopectina y edad del tejido (Yu et al., 2015).

En los bulbillos de Lilium lancifolium, el tamafio del granulo de almidon es
pequefio, ademas tiene una forma céncava-convexa con orificios que lo proveen de
una mayor relacion superficie-volumen que hace mas eficiente la digestion
enzimatica en comparacion con los granulos de almidon en los bulbos que son de
mayor tamafio y de forma esférica u ovalada. Los granulos de almidén presentes en
el tejido de las distintas especies usualmente difieren en tamafio, estructura,

propiedades térmicas y digestion (Yu et al., 2015).
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Ademas, el grado de hidrolisis del almidon depende de la conservacion de su
estructura y es mas alto si se somete a calentamiento y agitacion que permite
romper los granulos, previo a la reaccion enzimatica con a-amilasa y
amiloglucosidasa (Zhang et al., 2013) como se hizo en este ensayo. Los resultados
encontrados en este trabajo y los datos reportados en la determinacion de almidon
en los organos de reserva de Lilium lancifolium (Yu et al.,, 2015) sugieren que el
tamafio de los granulos de almidon en los bulbillos de S. formosissima propagados
in vitro es pequefo en este tejido joven, lo que permite una digestiéon del almidén
mas eficiente en el periodo de digestion mas prolongado de 24 h con 8 U de a-

amilasa y amiloglucosidasa.

DSH=15.26 A) 140 DSH=22.59 a B)

Figura 3. Concentracion de enzimas y tiempo de incubacion para estimar almidén
en bulbos de S. formosissima propagados in vitro. A) Efecto de la
concentracion de enzimas (amiloglucosidasa y a-amilasa) y B) tiempo de
digestion a 37 °C. Medias con letras iguales sobre las barras no son
estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05). DSH: diferencia significativa

honesta.

Carbohidratos no estructurales en hojas y bulbos

El contenido de almidon se increment6 225, 221 y 251 % en los bulbos que
crecieron en 60, 120 y 130 umol m2 st de luz, respectivamente en comparacion con
los bulbos cultivados en la oscuridad (Figura 4). La sintesis de carbohidratos de
reserva, incluido el almidon, esta altamente relacionada con la ultima etapa en la
formacion de 6rganos de almacenamiento en las plantas gedfitas, que se caracteriza
por el crecimiento de estos 6rganos (Podwyszynska, 2012) y el almacenamiento de
almidon en grandes cantidades, lo que asegura una fuente de carbono y suministro

de energia durante condiciones no favorables y una brotacion y crecimiento
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reproductivo rapidos en condiciones ambientales favorables (Ranwala y Miller,
2008).

En este experimento, el incremento en la acumulacion de almidon en bulbos
de S. formosissima in vitro por efecto de una mayor intensidad de luz, coincide con
lo reportado en bulbos de Lachenalia "Rupert” en los que la luz blanca (30 p mol m?
s1) y azul promovieron la acumulacién de almidén, mientras que la oscuridad y la luz
roja disminuyeron la concentracion de este carbohidrato con concentraciones de 4.7
a 105 mg /g de peso seco (Bach et al.,, 2015). Estos resultados sugieren que
conocer la intensidad de luz maxima adecuada en la micropropagacion puede ser un
elemento importante en la estrategia para incrementar el contenido de almidén vy el

tamafio los bulbillos de S. formosissima obtenidos por esta técnica.
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Figura 4. Efecto de la intensidad de luz sobre el contenido de carbohidratos no
estructurales en bulbos de S. formosissima propagados in vitro. Medias
con letras iguales sobre cada tipo de barra no son estadisticamente
diferentes (Tukey, p < 0.05) con diferencia significativa honesta (DSH)
para azlcares solubles totales = 33.06; azucares reductores = 3.30;

sacarosa = 6.38, fructosa = 9.38 y almidon = 68.96.
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Conclusiones

A diferencia del crecimiento in vitro de otras especies de geofitas bien
caracterizadas, nuestros resultados indican que emular las condiciones de oscuridad
en las que se desarrollan normalmente los bulbos no determina la movilizacion de
carbohidratos a estos érganos en S. formosissima, lo que impacta en la disminucion
de biomasa. En cambio, se observo que el desarrollo de tejidos fotosintéticos en
presencia de luz fue mas favorable para la obtencién de bulbos con mayor biomasa
y mayor contenido de reservas. Si bien, se observé que los azucares solubles en el
bulbo no fluctuaron en concentracion en los diferentes niveles de exposicion a luz, la
acumulacion de almidén se incrementd significativamente en bulbos a medida que
aumentd la intensidad de la luz. Esto sugiere que la acumulacion de biomasa y
almidén en bulbos de S. formosissima cultivados in vitro estan fuertemente
regulados por el desarrollo de 6rganos fotosintéticos y su transicion demanda-fuente.
Otros determinantes ademas de la luz, como la condicion nutrimental o el desarrollo
de raices, necesitan ser estudiados. Sin embargo, observar que altas intensidades
de luz in vitro promueven el crecimiento y almacenamiento de almidén en érganos
de reserva, puede ser utilizado como una estrategia para inducir la bulbificacion en

S. formosissima.
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CAPITULO I
SACAROSA Y FOSFORO COMO ESTRATEGIA PARA MODIFICAR LA
DINAMICA DEL CARBONO EN BULBOS in vitro DE Sprekelia formosissima

Resumen

En la micropropagacion de especies gedfitas como Sprekelia formosissima se
busca la formacion de bulbos, que crecen y acumulan carbohidratos en funcion de
los niveles de P y sacarosa en el medio de cultivo. El objetivo del ensayo fue
estudiar in vitro la acumulacién de azucares solubles y almidén y la actividad de
AGPasa, SSS y GBSS en bulbos de S. formosissima bajo diferentes
concentraciones de sacarosa (3, 5, 7, y 9 %) y fosforo (0.62, 1.25 y 1.87 mmol). Los
bulbillos se incubaron por 12 semanas en oscuridad en medio MS con 2 mg L de
BA. En bulbos, se registré la concentracion de almidon, fructosa, sacarosa, azucares
solubles totales (AST) y reductores, actividad enzimatica (AE) y actividad enziméatica
especifica (AEE) de AGPasa, SSS y GBSS, peso fresco y didmetro, se contaron
hojas y raices, su longitud promedio y peso fresco. Con estos datos se realizé un
ANDEVA vy la prueba de Tukey (p<0.05). Los AST, sacarosa y fructosa se
incrementaron con 9 % de sacarosa (15.86, 8.49 y 2.84 mg / g tejido fresco,
respectivamente) y el almidon con 7y 9 % (25.88 y 27.23 mg / g tejido fresco,
respectivamente). La AE y AEE de AGPasa incrementaron con 5 % de sacarosa y
1.25 mmol de P. La AE y AEE de SSS y GBSS aumentaron con 9 % de sacarosa y
0.62 y 1.25 mmol de P y con 7 % de sacarosa y 0.62 mmol de P, respectivamente.
La AE y AEE de las tres enzimas aumentaron con 7 % de sacarosa. El aumento de
P de 1.25 a 1.87 mmol disminuy6 la AE y AEE de AGPasa. La sacarosa afecta la
acumulacion de carbohidratos no estructurales y la actividad de AGPasa, SSS y

GBSS en bulbos de S. formosissima in vitro.

Palabras clave: metabolismo de carbono en gedfitas, sacarosa, carbohidratos no

estructurales
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SUCROSE AND PHOSPHORUS AS A STRATEGY TO MODIFY CARBON
DYNAMICS IN Sprekelia formosissima in vitro BULBS

Abstract

In micropropagation of geophyte species as Sprekelia formosissima, the
formation of bulbs is sought, which grow and accumulate carbohydrates depending
on the P and sucrose levels in the medium. The aim of the assay was to study in vitro
the accumulation of soluble sugars and starch and the activity of AGPase, SSS and
GBSS in S. formosissima bulbs under different concentrations of sucrose (3, 5, 7,
and 9%) and (0.62, 1.25 and 1.87 mmol). The bulblets were incubated for 12 weeks
in the dark in MS medium with 2 mg L of BA. In bulbs, the concentration of starch,
fructose, sucrose, total soluble sugars (AST) and reducing sugars, enzymatic activity
(EA) and specific enzyme activity (ESA) of AGPase, SSS and GBSS, fresh weight
and diameter were recorded, leaves and roots were counted with average length and
fresh weight. With these data, an ANOVA and Tukey test were performed (p<0.05).
AST, sucrose and fructose increased with 9 % sucrose (15.86, 8.49 and 2.84 mg/g
fresh weight, respectively) and starch with 7 and 9 % (25.88 and 27.23 mg/g fresh
weight, respectively). AE and AEE of AGPase increased with 5% sucrose and 1.25
mmol P. SSS and GBSS AE and AEE increased with 9% sucrose and 0.62 and 1.25
mmol of P and with 7% sucrose and 0.62 mmol of P, respectively. The AE and AEE
of all three enzymes increased with 7% sucrose. Increasing P from 1.25 to 1.87
mmol decreased AGPase AE and AEE. Sucrose affects nonstructural carbohydrate
accumulation and AGPase, SSS and GBSS activity in S. formosissima in vitro bulbs.

Keywords: Carbon metabolism in geophytes, sucrose, nonstructural carbohydrates.
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Introduccién

La formacion de los 6rganos de reserva es un proceso clave y distintivo en la
micropropagacion de plantas bulbosas, mediante esta técnica se pueden producir un
gran numero de plantas de calidad alta en un tiempo corto (Wu et al., 2021). En
algunas plantas geofitas ornamentales como lili, la micropropagaciéon comercial ya
se hace de forma exitosa, otras flores bulbosas como tulipan e iris inicialmente
forman sélo brotes in vitro que tienen que pasar por un proceso de bulbificacion para

asegurar una transferencia ex vitro exitosa (Askari et al., 2018; De Klerk, 2012).

Las investigaciones en la micropropagacion de Sprekelia formosisima se han
centrado en la optimizacion de las condiciones de cultivo para inducir la formacion y
crecimiento de los bulbos in vitro, entre ellas la composicién del medio de cultivo
basal, el balance en los reguladores de crecimiento y la concentracién de sacarosa
(Cazarez et al., 2010) que es el carbohidrato mas utilizado en el cultivo de tejidos
(Sumaryono et al., 2012) y sirve como fuente de carbono y puede afectar funciones

fisiologicas durante el crecimiento y desarrollo de las plantas (Gao et al., 2018).

El crecimiento del bulbo es un proceso caracterizado por la acumulacion
gradual de almidén, el cual puede ser utilizado como reserva de nutrientes en etapas
de crecimiento posteriores al llenado del bulbo (Li et al., 2014) como la brotacién y
formacion de flores. La sacarosa es el donador glucosidico para la biosintesis de
almiddn en los 6rganos demanda, donde se descarga desde el floema a donde llega
via los complejos que forman los elementos de tubo criboso y las células
acompafnantes (Wu et al., 2021). La sintesis de almidon requiere de la actividad de
varias enzimas incluidas la adenosin 5°difosfato glucosa pirofosforilasa (AGPasa),
almidon sintasa (SSS), almidén sintasa ligada al granulo de almidon (GBSS) y la
enzima ramificadora de almidoén (GBE) (Smith y Zeeman, 2020). La actividad de
estas enzimas y la acumulacion de carbohidratos no estructurales en los bulbos de
Sprekelia formosissima (almiddn y otros azlcares solubles) pueden verse afectados
por la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo y reflejarse en el incremento

de biomasa y tamafio de los bulbos producidos in vitro.
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En la sintesis y catabolismo de carbohidratos, el fosforo utilizado como
ortofosfato (Pi) (Dissanayaka et al., 2021), controla la funcion de muchas proteinas
via su afinidad covalente a las fosfoproteinas y/o actuando como un inhibidor o
activador alostérico (Plaxton y Shane, 2015) de enzimas clave en el metabolismo del
carbono en las plantas (Vance et al., 2003). Ademas, el fosforo tiene un papel
central en la transferencia de energia y forma parte estructural de biomoléculas
como azucares fosfato, fosfolipidos, &cidos nucleicos y adenilatos (Lambers y
Plaxton, 2015).

La acumulacion de carbohidratos no estructurales y la actividad de las
enzimas relacionadas con su sintesis en los érganos de reserva de S. fomorsissima
son aspectos que deben estudiarse para el disefio de un protocolo eficiente de
propagacion in vitro. Sin embargo, en la micropropagacién de S. formosissima se
han probado diferentes concentraciones de BA/IBA y sacarosa (1, 2, 3, 4y 5 %) en
el medio de cultivo (Cazarez et al., 2010) con resultados limitados a medir variables
de crecimiento del bulbo sin estudiar el efecto de la concentracion de sacarosa sobre
el metabolismo del carbono. Ademas, el mayor crecimiento del bulbo se reportdé con
5 % de sacarosa sin comparar el efecto de concentraciones mas altas ya que no se
probaron. Por lo anterior, el objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de la
concentracion alta de sacarosa y P en el medio de cultivo sobre el crecimiento y la

dindmica del carbono en bulbos de Sprekelia formosissima propagados in vitro.
Materiales y métodos
La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Cultivo in vitro de
Tejidos Vegetales de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” en la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo en Uruapan, Michoacan.
Tratamientos para evaluar el efecto de la sacarosa y fosforo
El material vegetal utilizado (bulbos de S. formosissima) fue propagado in vitro

a partir de semilla como se describié en el capitulo | en el que se probaron diferentes

intensidades de luz.
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El experimento se realiz6 con arreglo de tratamientos factorial donde los
factores a evaluar fueron concentracion de sacarosa y fosforo en el medio de cultivo,
sobre el crecimiento y metabolismo del carbono en bulbos de Sprekelia
formosissima (Cuadro 3). La disposicion de las unidades experimentales se realizo
bajo un disefio en bloques al azar con 10 repeticiones, la unidad experimental
consistio en dos bulbillos en un frasco con 25 mL de medio de cultivo MS modificado
de acuerdo con los tratamientos. Las unidades experimentales fueron dispuestas en

bloques de acuerdo con el peso de los bulbos (0.6 a 1.7 g).

Cuadro 3. Tratamientos para evaluar el efecto de la sacarosa y fosforo sobre el
metabolismo del carbono y crecimiento de bulbos de S. formosissima

cultivados in vitro.

Tratamiento Sacarosa (%) Fésforo (mmol)

0.62
1.25
1.87
0.62
1.25
1.87
0.62
1.25
1.87
0.62
1.25
1.87

[
PO ~No O wWNR
O© © O N NNO1TOTLOT W W W

=
N

Variables evaluadas

Se evaluo la posible relacion de los factores estudiados con la concentracion
de carbohidratos (almidoén, fructosa, sacarosa, azucares solubles totales vy
reductores), actividad enzimatica y actividad enzimatica especifica de las enzimas
AGPasa, GBSS y SSS en bulbos, asi como el peso fresco y diametro de bulbos.
También se midié el nimero, longitud promedio y peso fresco de hojas y raices. La
evaluacion de variables se realizdé después de 12 semanas de incubacién de los

bulbos en oscuridad a 25 °C.
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La determinacidon de almidén y azucares solubles (fructosa, sacarosa,
azucares solubles totales y reductores) se realizé como se describié en el capitulo |.
La actividad enzimatica se determiné con el método utilizado por Wu et al. (2016)
que fue modificado. Para la extraccion de las enzimas se utilizaron alrededor de 50
mg de tejido pulverizado de bulbo congelado en nitrogeno liquido y 1 mL de medio
extraccién con 100 mmol Lt HEPES-NaOH (pH 7.6), 8 mmol Lt de MgCl2, 5 mmol L
! ditriotrietol (DTT), 2 mmol L de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), 50 mmol
Lt de 2-mercaptoetanol, glicerol (125 % viv) y 5 % (0.05 g mL?) de
polivinilpirrolidona-40, la mezcla se centrifug6 a 14,000 rpm por 15 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se utilizé para determinar AGPasa (EC 2.7.7.27) y SSS (EC 2.4.1.21)
y el sedimento para GBSS (2.4.1.21).

El andlisis de AGPasa se realizd con 20 pL del sobrenadante obtenido en el
paso anterior y 120 pL de una mezcla de 100 mmol L de HEPES-NaOH (pH 7.4),
1.2 mmol L* de ADP-glucosa, 3 mol L-1 de acido fosférico inorganico (PPi), 5 mmol
Lt de MgClz2, 4 mmol L de ditiotrietol (DTT), la mezcla se incubd a 30 °C por 20
minutos, luego la reaccion se detuvo por calentamiento en agua hirviendo durante 1
minuto para luego centrifugarse a 14,000 rpm por 15 minutos. Se tomo una porcién
del sobrenadante (33.4 pL) y se mezclé con 13.8 uL de NADP (mM), 1.4 pL de
fosfoglucomutasa (0.4 U) y 1.4 pL de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (0.4 U).

El analisis de la enzima SSS se realizdé con 25 yL de sobrenadante al que se
adicionaron 45 pL de la mezcla de reaccién con 50 mmol Lt de HEPES-NaOH (pH
7.4), 1.2 mmol L* de ADP-glucosa, 0.7 mg de amilopectina y 15 mmol Lt de DTT. La
reaccion se incubo por 20 minutos a 30 °C y luego se colocé por 1 minuto en agua
hirviendo para después enfriar rapidamente en hielo. Después se agregaron 25 uL
de una soluciébn de 50 mmol L? de HEPES-NaOH (pH 7.4), 5 mmol L? de
fosfoenolpiruvato (PEP), 200 mmol L de KCI, 10 mmol L* de MgCl2 y piruvato
quinasa (1.2 U) para incubarse por 30 minutos a 30 °C en bafio de agua. La solucion
resultante se calentd en agua hirviendo por un minuto, se dejo enfriar y se centrifugd
a 14,000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante (28 uL) se mezclé con 19.4 uL de la
mezcla con 50 mmol L* de HEPES-NaOH (pH 7.4), 10 mmol L? de glucosa, 20
mmol L't de MgClz, 2 mmol L't de NADP, 1 uL de hexoquinasa (2.8 U) y 1.6 uL de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P deshidrogenasa, 0.35 U). Para el analisis de
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la enzima GBSS el sedimento se lavd dos veces con 1 mL de la solucion buffer de

extraccion ya descrita y se detectd con el mismo método usado para la enzima SSS.

Para estimar la actividad de las tres enzimas se midio la absorbancia a 340
nm por diez minutos cada 15 segundos. Con el programa Excel® se grafico la
respuesta obtenida en cada muestra y se calculo la pendiente de la linea a partir de
los 180 y hasta los 480 segundos. Con la pendiente y el tiempo de la reaccion en
minutos, se calcul6 el delta de absorbancia, luego se obtuvo la actividad enzimética
con el coeficiente de extincion molar del NADPH (6620 M1 cm™) y el peso de cada
muestra. La actividad enziméatica especifica se calculé con base en la cantidad de

proteina total determinada con el método de Bradford (1976).
Anadlisis estadistico

Con los datos registrados se realizaron las pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilks o Kolmogorov-Smirnov y la prueba de homogeneidad de varianzas
entre tratamientos de Levene. Los datos de las variables que no cumplieron con
estos supuestos (numero, longitud promedio y peso fresco de hojas, peso fresco y
diametro de bulbo y peso fresco de raices no mostraron normalidad.) fueron
transformados. Los datos de numero de hojas no se normalizaron con ninguna
transformacién probada, la longitud promedio de hojas se transformé con log [z +
\(z2 + 1)], el peso fresco de hojas, raices y bulbos con log [1/z + \(1/z2 + 1)] y el

diametro de bulbo con V(z2 + 1).

Los datos de actividad enzimatica y actividad enzimatica especifica de SSS y
GBSS no mostraron normalidad en su distribucién ni homogeneidad de varianzas.

Los registros de estas variables se transformaron con log (z + 1), para normalizarlos.
Con los datos obtenidos se realizd un analisis de varianza y la prueba de

medias de Tukey (p < 0.05). Cada una de las etapas del analisis estadistico se

realizd con el programa SAS OnDemands for Academics® (SAS, 2023).
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Resultados y discusién

La concentracion de sacarosa en el medio de cultivo afecté de forma
significativa el contenido de almidon, azucares solubles totales, fructosa y sacarosa
en los bulbos de S. formosissima propagados in vitro. La concentracion de fosforo y
su interaccion con la sacarosa no influyo en la concentracién de estos carbohidratos
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Cuadrados medios del analisis de varianza para el efecto de sacarosa y
fésforo sobre la concentracion de carbohidratos no estructurales en

bulbos de S. formosissima propagados in vitro.

Fuente de Grados de Azucares Azucares

variacion libertad Sacarosa Fructosa solubles totales reductores  Almidén
Sacarosa 3 22.75" 3.06™ 63.24" 0.41Ns  193.75°
Fasforo (P) 2 1.15N8 0.04Ns 0.11NS 0.22N8 0.76NS
Interaccion
Sacarosa*P 6 0.67NS 0.07Ns 3.41NS 0.49NS 0.89NS
Bloque 3 9.26" 0.84NS 26.54 253" 0.002"
C.V. 24.42 26.24 19.21 20.78 31.03
R2 0.53 0.54 0.57 0.45 0.58

CV = coeficiente de variacion, R? = coeficiente de determinacion, NS = diferencia no

significativa, * y ** = diferencias significativas a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.

La concentracion de azucares solubles totales y almidén se incrementd en los
bulbos cultivados en medio con 7y 9 % de sacarosa en el medio de cultivo (14.12 y
25.88 'y 15.86 y 27.23 mg / g peso fresco, respectivamente), en comparacion con los
bulbos cultivados en medio con 3 % de sacarosa (10.78 y 16.53 mg / g peso fresco,
respectivamente). La concentracion de sacarosa y fructosa aumentd 65 y 59 %,
respectivamente en los bulbos cultivados con 9 % de sacarosa en el medio de
cultivo, comparada con los bulbos incubados con 3 % de sacarosa, en los que se
midid una concentracion de estos carbohidratos, estadisticamente igual a la

registrada con 5y 7 % de este disacéarido en el medio (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de carbohidratos no estructurales en bulbos de S.
formosissima por efecto de la concentracién de sacarosa en el medio de
cultivo. Medias con las mismas letras sobre el mismo tipo de barra, no

son estadisticamente diferentes (Tukey, p <0.05).

La acumulacion de carbohidratos no estructurales en los bulbos S.
formosissima muestran que incrementar la concentracion de sacarosa en el medio
de cultivo puede ser un elemento importante de la estrategia para obtener bulbos
que muestren un mayor vigor en la brotacion ex vitro, ya que los carbohidratos sirven
como fuente de energia para el funcionamiento celular en las plantas geofitas y
estan involucrados en casi todo el ciclo de vida, desde la latencia hasta el
crecimiento. Estos carbohidratos incluyen a azucares solubles como glucosa,
fructosa y sacarosa y azucares no solubles como el almidén, que pueden ser
transformados en cada una de estas formas a través del metabolismo. Todos los
carbohidratos pueden proveer de energia a las plantas (ATP y NADPH) a través de
la glicdlisis (Zhao et al., 2022). Ademas, la acumulacion de grandes cantidades de
carbohidratos en los 6rganos de almacenamiento en las gedfitas asegura una fuente
de carbono y suministro de energia durante condiciones no favorables, lo que
permite una brotacibn y crecimiento reproductivo rapidos en condiciones

ambientales favorables (Ranwala y Miller, 2008).
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Al igual que en este experimento, en un estudio para determinar el contenido
de carbohidratos no estructurales en los 6rganos de reserva de 30 plantas gedfitas,
se registro la presencia de azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa en
concentraciones menores a 100 mg g! peso seco), con concentraciones de
sacarosa mayores a las de glucosa y fructosa en las 30 especies (Ranwala y Miller,
2008).

El mayor contenido de almidon en los bulbos de S. formosissima cultivados in
vitro se registro con 9 % de sacarosa en el medio de cultivo. Algunos reportes
indican que la formacién de almidon es un parametro importante para identificar la
iniciacion y crecimiento de los érganos de reserva (Fernie y Willmitzer, 2001) y que
es un proceso simultdneo con el incremento del tamafio de estos o6rganos
(Kloosterman et al., 2008; Firon et al., 2013).

En los bulbos de S. formosissima el incremento del contenido de almidén no
coincidié con el aumento del tamafio estos 6rganos, ya que todos los bulbos
perdieron, en promedio, 36 % de su peso inicial, lo que muestra que ademas de ser
organos demanda, los bulbos pueden desempefar un papel como érgano fuente
(cuando el almiddén se hidroliza en glucosa para la obtencion de energia) (Wei et al.,
2024), ya que en condiciones de oscuridad, los bulbos formaron hojas y raices, lo
gue demando el consumo de carbohidratos, para el crecimiento vegetativo y provoco
una pérdida de biomasa en estos 6érganos, sin mostrar un efecto claro de la

concentracion de sacarosa en el medio del cultivo sobre su tamafo.

Aunque los bulbos de todos los tratamientos perdieron peso durante las 12
semanas de cultivo, la interaccion de la concentracién de sacarosa y P tuvo efecto
sobre el peso fresco final y diametro de los bulbos (Cuadro 5) que se incrementaron
con 3 % de sacarosay 0.62 y mmol de Py 5 % de sacarosa y 1.25 mmol de P, en
contraste el tratamiento con 7 % de sacarosa y 0.62 mmol de P produjo los bulbos
mas pequefios (Cuadro 6). No hubo efecto significativo por la concentracion de
sacarosa o fésforo ni su interaccion para el nimero, longitud promedio y peso fresco
de hojas y raices (Cuadro 5) que en promedio fue de 1.42,4.57 cmy 0.176 gy 1.77,
3.77 cm y 0.049 g, respectivamente.
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Cuadro 5. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el efecto de la
concentracion de sacarosa y fosforo sobre el crecimiento de S.

fomorsissima propagada in vitro.

Fuente de GL LPH PFH PFB DB NR LR PFR
variacion

Sacarosa 3 0.20NS  0.32Ns 0.091NS  (0.04NS  0.90NS 2.46NS 0.07NS
Fésforo (P) 2 0.90NS  0.76NS 0.007Ns  (0.02Ns  (0.38NS 0.29NS 0.08NS
Interaccion 6 0.15Ns  (0.25Ns 0.277 0.09° 0.30Ns 2.57NS 0.86NS
Sacarosa*P

Bloque 4 0.40Ns 270" 2642 0.86" 1.21NS 4 .66NS 3.09"
R2 0.25 0.42 0.73 0.74 0.30 0.35 0.44
cv 28.86 25.23 15.38 6.97 4148 35.96 18.27

CV = coeficiente de variaciéon, GL = Grados de libertad, R? = coeficiente de
determinacién, NS = diferencia no significativa, * y ** = diferencias significativas a P
<0.05y P =0.01, respectivamente. LPH = Longitud promedio de hojas; PFH = Peso
fresco de hojas; PFB = Peso fresco de bulbos; DB = diametro de bulbo; NR =
namero de raices, LR = longitud de raices y PFR = peso fresco de raices. Los datos
de las variables LPH [log {z+V(z2+1)}], PFH, PFB, PFR [log {1/z + \(1/z2 + 1)}] y DB

(z?+1) se transformaron para realizar el andlisis de varianza.
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Cuadro 6. Efecto de la concentracion de sacarosa y P en el medio de cultivo sobre

peso fresco y diametro de bulbo en S. formosissima propagada in vitro.

Tratamiento Sacarosa (%) P (mmol)  Peso fresco de Diametro de
bulbo (g) bulbo (mm)
1 3 0.62 0.257 ab 5.84 ab
2 3 1.25 0404 a 6.70 a
3 3 1.87 0.264 ab 5.98 ab
4 5 0.62 0412 a 7.00a
5 5 1.25 0.286 ab 5.66 ab
6 5 1.87 0.268 ab 5.90 ab
7 7 0.62 0.226 b 470 b
8 7 1.25 0.282 ab 6.12 ab
9 7 1.87 0.364 ab 6.42 ab
10 9 0.62 0.274 ab 5.64 ab
11 9 1.25 0.244 ab 5.64 ab
12 9 1.87 0.359 ab 6.10 ab

Medias con letras iguales en columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, p
< 0.05) para diametro de bulbo con una DSH = 0.4 y Duncan para peso fresco de

bulbos.

La actividad enzimética y la actividad enzimatica especifica de AGPasa, SSS
y GBSS en los bulbos de S. formosissima cultivados in vitro fueron modificadas de
forma significativa por efecto de la interaccién de la concentracion de sacarosa y
fosforo en el medio cultivo. La concentracion de sacarosa tuvo efecto sobre la
actividad de estas enzimas, excepto para la AEE de GBSS. Ademas, el P influyo
sobre la AE y la AEE de la AGPasa (Cuadro 7).

La actividad enzimatica y la actividad enzimatica especifica de la AGPasa en
los bulbos cultivados in vitro se incrementaron 120 y 60 veces mas, con el
tratamiento con 5 % de sacarosa y 1.25 mmol de P en el medio de cultivo,
comparadas con la AE y la AEE de los bulbos en 3 % de sacarosa y 1.87 mmol de
P, que registraron los valores méas bajos (Figura 6A). La enzima AGPasa esta
distribuida frecuentemente en los O&rganos fotosintéticos, de transporte vy

almacenamiento de las plantas (Kumari et al., 2014) y cataliza la reaccion para la
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obtencion de ADP-glucosa a partir de glucosa 1-fosfato y ATP, por lo que, con estos
niveles de sacarosa y P se espera un incremento en la concentracion de esta

molécula, que sirve como sustrato de las enzimas GBSS y SSS para la sintesis de
almidén.

Cuadro 7. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el efecto de la
concentracion de sacarosa y P sobre la actividad de las enzimas

AGPasa, SSS y GBSS en bulbos de S. formosissima propagados in

vitro.

Factorde  Grados de Actividad enzimatica Actividad enzimatica especifica
variacion libertad  AGPasa SSS GBSS AGPasa SSS GBSS
Sacarosa 3 0.424" 0497 0.707" 0.009"  0.401° 0.137Ns
Fésforo (P) 2 1.176"  0.169NS  (0.126NS 0.010" 0.249N8 0.068Ns

Interaccion

Sacarosa*P 6 0.401" 0.720"  0.585™ 0.006™  0.351" 0.172°
Bloque 3 0.048" 1.438"  4.140Ns 0.002" 0.506Ns 1.164"
C.V. 24.64 4.70 3.30 26.25 414 3.1
R?2 0.94 0.66 0.78 0.83 0.62 0.66

CV = coeficiente de variacion, R? = coeficiente de determinacién, NS = diferencia no
significativa, * y ** = diferencias significativas a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.
Los datos de actividad enzimética y actividad enzimética especifica de SSS y GBSS

[log (z+1)] se transformaron para realizar el analisis de varianza.

La actividad enzimatica de AGPasa ha sido reportada en otras plantas
geofitas como en estolones de Tulipa edulis donde se registraron valores de
actividad enzimatica de 0.5 a poco mas de 5 pmol g! min? (Miao et al., 2016)
similares a la actividad enzimatica encontrada en los bulbos de S. formosissima en
este experimento, aunque en bulbos de lilis se registraron valores de actividad
enzimatica especifica de la AGPasa de 8 a 29 nmol mg* proteina mint (Wu et al.,
2016) que son altos en comparacion con los valores encontrados en este trabajo
(Figura 6A) lo que permite una mayor sintesis y acumulacién de almidén y explica

porque el desarrollo de los bulbos de lilis es mas rapido que en Sprekelia.
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La actividad de SSS y GBSS registraron datos mas altos (AE de 2,969.76 a
10,167 y 3,483.39 a 11,169 nmol g* min' y AEE de 1,200.91 a 3,213.83 y 1,807.84
a 3,336.87 nmol g* proteina! min’, respectivamente) en comparacién con AGPasa
(AE de 0.017 a 2.07 pmolg™ min't y AEE de 0.0047 a 0.2792 nmol pug™ proteina min-
1) (Figura 6), un comportamiento similar al que se reporta para T. edulis y lilis (Miao
et al.,, 2016; Wu et al., 2016). Las actividades de SSS y GBSS son los principales
factores que afectan la acumulacion de nutrientes en los bulbos, aunque durante un
mismo periodo la actividad de AGPasa puede ser significativamente superior a la de
las otras enzimas (Wei et al.,, 2024), lo que comprueba que el mecanismo de
acumulacion de azlcar y la regulacién de las enzimas metabdlicas varia entre las

diferentes especies (Wu et al., 2021).

La actividad enzimatica y actividad enzimatica especifica de la SSS fueron
mas altas con 9 % de sacarosa y 0.62 y 1.25 mmol de P, respectivamente (Figura
6B). En cambio, la actividad enzimética y actividad enzimatica especifica mas altas
de GBSS, se observaron con 7 % de sacarosa y 0.62 mmol de P que se
incrementaron en 220 y 77 %, en comparaciéon con los valores mas bajos,
registrados con 1.25 mmol de Py 5y 3 % de sacarosa, respectivamente. Con este
mismo porcentaje de sacarosa y 1.25 mmol de P y la combinacion de 3 % de
sacarosa y 1.87 mmol de P la actividad enzimatica especifica de GBSS fueron
estadisticamente iguales que el tratamiento con registro mas alto (Figura 6C). En
Lycoris erythora la actividad de SSS fue mayor que la de GBSS en diferentes etapas
de desarrollo, lo que muestra que el metabolismo del almidén en bulbos esta
dominado por la amilopectina (Wei et al., 2024) ya que la GBSS esta implicada en la
sintesis de amilosa, que representa solo entre 10 y 30 % del almidon, mientras la
SSS participa de la sintesis de la amilopectina que puede llegar a constituir el 70 %
del polisacarido, por lo que responde a incrementos mayores en la concentracion de

sacarosa, como en este ensayo donde mostro la mayor actividad con 9 % sacarosa.
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Figura 6. Actividad enzimética y actividad enzimatica especifica de A) AGPasa, B)
SSS y C) GBSS en bulbos de S. formosissima propagados in vitro bajo
diferentes concentraciones de sacarosa y fosforo en el medio de cultivo.
Medias con la misma letra sobre las barras o vértices del area sombreada

no son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).
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Estos resultados corroboran que el contenido de carbohidratos no
estructurales y la actividad de las enzimas relacionadas con la sintesis de almidon
se ven facilmente afectados por las condiciones externas y por las propias
condiciones metabdlicas y de crecimiento de las especies geofitas cultivadas (Wei et
al., 2024) y contribuyen al conocimiento sobre la dinamica del carbono en bulbos de
S. formosissima que permitird disefiar estrategias para incrementar el tamafio y
acumulacion de carbohidratos en los bulbos, que se utilizan para la propagacion
vegetativa de esta especie.

Al igual que el contenido de almiddn, las enzimas relacionadas con la sintesis
de almidén también mostraron un aumento en su actividad con concentraciones de
sacarosa altas. La actividad de las tres enzimas (AGPasa, SSS y GBSS) se
increment6 con 7 % de sacarosa en el medio de cultivo: AGPasa (0.802 pumol g+
mint), SSS (9,466.18 nmol g* min) y GBSS (8,080.04 nmol g* min'). La actividad
de AGPasa y SSS disminuy6 en 76.05 y 52.68 %, respectivamente, en tejido de
bulbos que se incubaron con la concentracion de sacarosa del tratamiento testigo (3
%). Solo para GBSS, la actividad enzimatica fue 21.72 % menor con la mayor
concentracion de sacarosa probada (9 %) (Figura 7A). La actividad enzimatica
especifica de AGPasa y SSS fue mayor con el incremento de sacarosa en el medio
de cultivo y estadisticamente igual con 5, 7 y 9 % de este disacarido. Con 3 % de
sacarosa, la actividad especifica de AGPasa y GBSS fue menor en 42.8 y 59.6 %
con respecto a los valores mas altos registrados. La actividad enzimatica especifica
de GBSS no mostré diferencia estadistica significativa por efecto de la sacarosa
(Figura 7B).

La actividad de las principales enzimas involucradas en la sintesis de almidén
usualmente esta correlacionada positivamente con la acumulacion de almidén en los
organos demanda (Li et al., 2022). En bulbos de jacinto recién formados in vivo
también se registr0 una actividad alta de AGPasa y SSS con la acumulacion de
almidon en estos érganos (Addai, 2011) y en Lycoris radiata, los cambios en el
contenido de almidén se correlacionaron positivamente con el contenido de sacarosa
y la actividad de enzimas clave en el metabolismo de carbohidratos no estructurales,
entre ellas AGP y SSS (Wei et al., 2024).
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misma linea no son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

La actividad de AGPasa se incrementd 135.6 y 40.7 % (para actividad
enzimatica y actividad enzimética especifica, respectivamente) cuando la
concentracion de P paso de 0.625 a 1.25 mmol. El incremento en la concentracion
de P hasta 1.87 mmol disminuyo la actividad de AGPasa a niveles similares a los
registrados con 0.625 mmol (Figura 8). Estos resultados coinciden con los reportes
gue mencionan que la AGPasa, la primera enzima en la ruta para la sintesis de
almidon es estimulada por el acido 3-fosfoglicérico e inhibida por el fosfato

inorganico (Pi) (Qu et al., 2018). La concentracion de P alta en el medio de cultivo
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también tuvo un efecto inhibitorio en la actividad enziméatica y actividad enzimatica
especifica de SSS que mostraron los valores mas altos con 9 % de sacarosa y 0.62
y 1.25 mmol de P, respectivamente y los valores mas bajos con la misma
concentracion de sacarosa, pero con el nivel de P mayor (1.87 mmol) (Figura 6B).
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Figura 8. Efecto de la concentracion de fosforo sobre la actividad enzimatica y
actividad enzimatica especifica de AGPasa en bulbos de S. formosissima
propagados in vitro. Medias con la misma letra sobre la misma linea no

son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

Conclusiones

La adicion de sacarosa y P al medio de cultivo puede usarse para la
obtencion de bulbos de S. formosissima con un mayor contenido de carbohidratos
no estructurales que les permitan obtener energia durante la brotacion, ya que estos
factores provocan cambios en la concentracion de estos carbohidratos y la actividad
de las enzimas implicadas en la sintesis de almidén en los bulbos in vitro. La
concentracion de azUcares solubles totales, sacarosa y almidén se incrementa con
5, 7y 9 % de sacarosa, la fructosa solo se incrementa con 9 % de este carbohidrato.
La actividad enzimatica y actividad enzimatica especifica de AGPasa, SSS y GBSS
aumentan con 7 % de sacarosa y para AGPasa y SSS disminuye con el incremento
en la concentracion de P (1.25 mmol).
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CAPITULO Ill
TEMPERATURA BAJA Y ABA INDUCEN LATENCIA in vitro EN BULBOS DE
Sprekelia formosissima

Resumen

Sprekelia formosissima es una geofita con potencial ornamental. El protocolo
de micropropagacion de esta planta bulbosa debe considerar la induccién vy
rompimiento de la latencia que permita la acumulacion de carbohidratos no
estructurales (CNE) para el crecimiento rapido en la brotaciéon. En otras especies
gedfitas, la latencia y formacion de bulbos se logra con temperaturas bajas y ABA. El
objetivo del experimento fue estudiar la latencia, crecimiento y CNE en bulbos de S.
formosissima in vitro a 25 °C con fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad (25-L) y 10 °C
en oscuridad (10-O) con 0.0, 0.1, 0.5y 1.0 mg L de ABA. Los bulbillos se cultivaron
12 semanas en medio MS con 7 % de sacarosa. Se registraron el peso acumulado y
diametro de bulbo, nimero, peso y longitud promedio y mayor de hojas y raices. En
bulbos, se midié almidon, sacarosa, fructosa, azlcares solubles totales (AST) y
reductores. Con los datos se realiz6 un ANDEVA y la prueba de Tukey (p<0.05). La
formacion de hojas y raices disminuy6 con 10-O sin ABA. El mayor numero de hojas
(1.90), raices (11.44) y longitud de raiz mas larga (5.45 cm) se registré a 25-L sin
ABA. El peso acumulado (0.268 g), diametro de bulbo (7.36 mm), longitud de hojas
mas larga (7.65 cm), numero (6.10), longitud promedio (2.91 cm), peso fresco de
raices (5.72 g) y almidén (150.24 mg / g peso fresco) aumentaron sin ABA. Con 1
mg L de ABA se registr6 61 % mas sacarosa y 81 % mas fructosa en comparacion
con bulbos sin ABA. A 10-O los AST, sacarosa Yy fructosa incrementaron (16.90, 8.00
y 1.86 mg / g peso fresco, respectivamente) y el almidon disminuy6 (126.55 mg / g
peso fresco). EI ABA y temperatura baja inducen latencia en bulbos de S.
formosissima in vitro, con incremento de azlcares solubles y disminucién de

almidon.

Palabras clave: latencia, carbohidratos no estructurales, micropropagacion de

bulbos.
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LOW TEMPERATURE AND ABA INDUCE in vitro DORMANCY IN Sprekelia

formosissima BULBS

Abstract

Sprekelia formosissima is a geophyte with ornamental potential. The
micropropagation protocol of this bulbous plant must consider the induction and
breaking of dormancy to allow the accumulation of non-structural carbohydrates
(NSC) for rapid growth in budding. In other geophyte species, dormancy and bulb
formation is achieved with low temperatures and ABA. The aim was to study the
dormancy, growth and NSC in S. formosissima bulbs in vitro at 10 °C in darkness
(10-O) and 25 °C with a 16/8 h light/dark photoperiod (25-L) and with 0.0, 0.1, 0.5
and 1.0 mg L* of ABA. The bulblets were grown for 12 weeks in MS medium with 7%
sucrose. The accumulated weight and diameter of the bulb, the number, weight and
average and longest length of leaves and roots were recorded. In bulbs, starch,
sucrose, fructose, total soluble sugars (AST) and reducing were measured. An
ANOVA and Tukey test were performed with the data (p<0.05). Leaf and root
formation decreased with 10-O without ABA. The highest number of leaves (1.90),
roots (11.44) and longest root length (5.45 cm) were recorded at 25-L without ABA.
Accumulated weight (0.268 g), bulb diameter (7.36 mm), longest leaf length (7.65
cm), number (6.10), average length (2.91 cm), root fresh weight (5.72 g), and starch
(150.24 mg/g fresh weight) increased without ABA. With 1 mg L of ABA, 61% more
sucrose and 81% more fructose were recorded compared to bulbs without ABA. At
10-0O, AST, sucrose and fructose increased (16.90, 8.00 and 1.86 mg/g fresh weight,
respectively) and starch decreased (126.55 mg/g fresh weight). ABA and low
temperature induce dormancy in S. formosissima in vitro bulbs and increase soluble

sugars and decrease starch.

Keywords: dormancy, nonstructural carbohydrates, bulb micropropagation.
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Introduccién

Las plantas ornamentales bulbosas dominan la floricultura mundial ya que
ofrecen ventajas como bajo costo de mantenimiento, respuesta eficiente a una gran
variedad de suelos, climas y latitudes, lo que las hace una opcion atractiva para los
floricultores y exportadores. Las mas cultivadas son tulipan, lili, narciso, jacinto y
gladiola (Gul et al., 2020) aunque existen especies bulbosas nativas en México con
potencial ornamental, como Sprekelia formosissima (Cézarez et al., 2010) que
puede incorporarse como una opcion comercial al mercado ornamental nacional e

internacional.

La incorporacion de nuevas especies al mercado floricola requiere la
generacion de protocolos de propagacion del germoplasma de interés, en el caso de
S. formosissima, hay reportes de trabajos para estudiar la micropropagacion de
bulbos de esta especie, aunque aun no se conoce bien el proceso de desarrollo de
los bulbos.

Los protocoles de micropropagacion de especies gedfitas deben incluir
estrategias para el manejo de la latencia ya que, las plantas bulbosas siguen una
periodicidad fenoldgica perfectamente sincronizada alternando latencia, crecimiento
vegetativo y floracion (Gul et al., 2020). En las plantas bulbosas, es frecuente que
los bulbos obtenidos in vitro no requieran un tratamiento para enraizar ni para la
aclimatacion, pero si un tratamiento para inducir y romper la latencia, previo a la
plantacion (De Klerk, 2012). La latencia es un fenomeno en el que cesa el
crecimiento y se detiene parcialmente el metabolismo, regulado por la temperatura,
luz y hormonas. Se han identificado tres tipos de especies bulbosas en funcion del
tipo de latencia: 1) latencia tipo lili que se caracteriza por un periodo largo de latencia
en el cual se detiene la elongacion y la formacion de nuevos organos. El
rompimiento de la latencia es lento y puede durar varios meses, ademas se requiere
el tratamiento con frio para completarla. Algunos ejemplos son lili, cebolla y gladiola,
2) latencia tipo tulipdn que es inducida rapidamente después de la floracion para
prevenir la elongacion del tallo, narciso, tulipan y jacinto tienen este tipo de latencia y
3) bulbos sin latencia fisiologica verdadera que es controlada por factores

ambientales como temperatura y humedad, en lugar de factores fisioldgicos, las
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plantas con este tipo de latencia reactiva su crecimiento cuando las condiciones

ambientales son favorables como en iris (Gul et al., 2020).

El bulbo es un drgano importante de almacenamiento en geofitas
ornamentales como lili, este 6rgano acumula una gran cantidad de almidon y
azucares solubles que sirven como fuente de nutrientes y energia durante la latencia
del bulbo y el crecimiento posterior de las yemas en la brotacion (Yang et al., 2015).
Okubo (2000) propuso que la latencia de los bulbos y la induccién de formacion de
estos organos son fendmenos simultaneos en las plantas geodfitas. En jacinto
cultivado in vitro la formacién de bulbos es inducida a5 °C o con 1 mg L? de ABA 'y
25 °C de temperatura, el desarrollo de hojas sin formacion de bulbos es inducido a
25 °C o con el inhibidor de ABA, fluridona a 5 °C. Es posible que algunos genes
especificos que inducen la formacion del bulbo en jacinto sean expresados por el
incremento del contenido de ABA como respuesta a temperaturas bajas (li et al.,
2002). El ABA esta correlacionado con la latencia en plantas y es esencial en la
respuesta al estrés (Giraudat et al., 1994).

En Iris, el inicio de la floracidon ocurre a temperaturas relativamente bajas (13
°C) mientras que a temperaturas altas (26 °C) los bulbos permanecen vegetativos
(Gul et al., 2020). En lilis la latencia se rompe cuando los bulbos se exponen a 5 °C
por algunas semanas (De Klerk, 2012). Cuando los bulbos de S. formosissima se
riegan continuamente, se producen hojas durante todo el afio en condiciones de
invernadero. En cultivo in vitro, con todas las condiciones éptimas los bulbos no
entran en latencia lo que podria afectar el crecimiento potencial de los bulbillos que
pueden requerir el paso por esta etapa para alcanzar un mayor tamafo y acumular
carbohidratos no estructurales que sirvan como fuente de energia en la brotacién.
Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este ensayo fue estudiar el efecto del
ABA vy la temperatura baja sobre la acumulacion de carbohidratos no estructurales y

la latencia en bulbos de Sprekelia formosissima cultivados in vitro.

Materiales y métodos

En este experimento, los bulbillos fueron cultivados en medio MS con 7 % de
sacarosa con dos condiciones de incubaciéon (25 °C con 130 pmol m? st de
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intensidad de luz con fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad y 10 °C en oscuridad) y
cuatro concentraciones de acido abscisico (0, 0.1, 0.5y 1.0 mg L) en el medio de

cultivo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Tratamientos para evaluar el efecto de la temperatura y acido abscisico
sobre el metabolismo del carbono y crecimiento de bulbos de S.

formosissima cultivados in vitro.

Tratamiento Temperatura (°C) Acido abscisico (mg L™?)

1 25 °C con luz 0

2 25 °C con luz 0.1
3 25 °C con luz 0.5
4 25 °C con luz 1.0
5 10 °C en oscuridad 0

6 10 °C en oscuridad 0.1
7 10 °C en oscuridad 0.5
8 10 °C en oscuridad 1.0

Variables evaluadas y disefio experimental

A las 12 semanas se registro el peso acumulado y diametro de bulbo, nimero
de raices y hojas, peso y longitud promedio y mayor de hojas y raices. En los bulbos
también se midi6 la concentracion de almidon, azlucares solubles totales, azucares
reductores, sacarosa y fructosa. La disposicion de las unidades experimentales se
realizd bajo un disefio en bloques completos al azar con 10 repeticiones, la unidad
experimental consistié en un frasco con 25 mL de medio de cultivo con un bulbillo
por frasco, modificado de acuerdo con los tratamientos. Las unidades
experimentales fueron dispuestas en diez bloques de acuerdo con el peso de los
bulbos que en promedio fueron de 0.23, 0.26, 0.28, 0.35, 0.47, 0.49, 0.50, 0.64, 0.65
y 0.95 g. La medicion de los carbohidratos no estructurales se realiz6 como se

describié en el capitulo | donde se probé diferente intensidad de luz.
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Analisis estadistico

Los datos de las variables registradas que no mostraron normalidad con la
prueba de Shapiro-Wilks y/u homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene

se transformaron.

Los datos de concentracibn de sacarosa no mostraron homogeneidad de
varianzas y fueron transformados con log [z + Vv(z? + 1)]. El peso fresco y longitud
promedio de hojas y raices se transformaron con log [1/z + v(1/z? + 1)], los datos de
peso acumulado, longitud de hojas més larga con 1/z, nimero de raices con log [z +
V(z?)/2] y diametro con log (z +1). Con los datos transformados se corroboré la
homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene. En las variables peso
acumulado, peso fresco y longitud promedio de hojas y nUmero de raices se probo la
normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilks. Para peso fresco y longitud
promedio de raices y diametro de bulbo se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov
y para longitud de hoja mas larga la prueba de Cramer Von Mises. Los registros de
ndamero de hojas y longitud de raiz mas larga no se normalizaron ni mostraron
varianzas homogéneas con ninguna transformacion por lo que se realizé un analisis

de varianza y prueba de medias de Tukey por rangos.

Con los datos obtenidos se realizé un andlisis de varianza con un nivel de
significancia de a < 0.05 y la prueba de medias de Tukey con el programa SAS
OnDemands for Academics® (SAS, 2023).

Resultados y discusién
Variables morfolégicas
El analisis de varianza mostro efecto altamente significativo de la interaccion
de los factores sobre el nimero de raices. Esta misma variable, el peso acumulado
en los bulbos, didmetro de bulbo, longitud de hoja mas larga, peso fresco y longitud
promedio de raices fueron estadisticamente diferentes por efecto de la

concentracion de acido abscisico en el medio de cultivo. Las condiciones de
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temperatura y luz influyeron sobre el nimero raices que formaron los bulbos (Cuadro
9). El analisis de varianza por rangos indico que el nimero de hojas y longitud de

raiz fue diferente por efecto de los tratamientos (Cuadro 4A y 5A).

Cuadro 9. Cuadrados medios del andlisis de varianza para el efecto de la
temperatura y la concentracion de acido abscisico sobre el crecimiento
de bulbos de S. formosissima cultivados in vitro.

Factor de Grados PAB DB PFH LPH LHL NR PFR LPR

variacion de (9) (mm) (9) (ecm) (cm) (99 (cm)
libertad

ABA 3 7.94" 0.12" 3.62N8 0.175NS  0.363° 1.197" 717" 240"
Temperatura (T) 1 1.09NS  0.009NS (0.24NS (0.066NS 0.030NS 3.754™ 6.27NS (.33NS
Interaccion 3 1.09NS  0.010NS 0.41NS (0.027NS 0.092NS 0.661™ 3.97NS 0.12NS
ABA*T
Bloque 4 0.98Ns 1,35 1.97NS  (0.13NS (.198Ns (0.588™ 5.36° 0.57°
R2 0.51 091 068 08 087 084 071 0.76
Cv 33.83 6.96 3268 4305 46.01 2254 3458 41.30

CV = coeficiente de variacion, R? = coeficiente de determinacion, NS = diferencia no
significativa, “ y ™ = diferencias significativas a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.
PAB = peso acumulado en bulbo, DB = diametro de bulbo, PFH = peso fresco de
hojas, LPH = longitud promedio de hojas, LHL = longitud de hojas mas larga, NR =
namero de raices, PFR = peso fresco de raices y LPR = longitud promedio de
raices. Los datos de PFH, LPH y LPR [log {1/z + \(1/z2 +1)}], PAB, LHL (1/z) y DB

[log(z+1)] se transformaron para realizar el analisis de varianza.

El nimero de raices disminuyé con 10 °C en oscuridad con y sin acido
abscisico. Estas condiciones de incubacion no son suficientes para reducir la
longitud de las raices, lo que si ocurre cuando se adiciona ABA al medio de cultivo.
El nimero de hojas se redujo con 10 °C en la oscuridad y con 25 °C con luz y con
las concentraciones media y alta de ABA. En contraste los bulbos cultivados en
medio sin acido abscisico a 25 °C con luz produjeron el mayor numero de raices
(11.44) con mayor longitud (5.45 cm) y mas hojas (1.9) (Cuadro 10) (Figura 9).
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Cuadro 10. Efecto de la temperatura baja y la concentracion de acido abscisico
sobre el numero de hojas y raices formadas en bulbos de S.

formosissima cultivados in vitro.

Longitud
Nimero de Numero de
ABA de raiz mas
raices hojas

Temperatura/luz (mg L) larga (cm)

25° con luz 0.0 11.44 a 1.90 a 5.45a
25° con luz 0.1 6.0 ab 0.70 ab 2.47 ab
25° con luz 0.5 28 ab 0.40 bc 1.28 ab
25° con luz 1.0 2.6 ab 0.10 bc 0.65 ab
10° en oscuridad 0.0 0.8 c 0.40 bc 1.95ab
10° en oscuridad 0.1 0.5 c 0.20 bc 0.40 c
10° en oscuridad 0.5 0.1 c 0.00 ¢ 0.30 c
10° en oscuridad 1.0 0.2 c 0.10 bc 0.25 c

DSH 3.16 0.68 4.90

Medias con letras iguales en columnas no son estadisticamente diferentes. (Tukey, p
< 0.05). DSH: diferencia significativa honesta para los datos sin transformar para

numero de raices.

Las variables morfoldgicas registradas mostraron los valores mas altos en los
bulbos cultivados sin acido abscisico, con la adicion y el incremento de la
concentracion de esta hormona el crecimiento se detuvo, lo que se vio reflejado en
la disminucion de la expresion de todas las variables. El peso acumulado fue casi 5
veces menor con 1.0 mg L* de ABA y el diametro del bulbo pasé de 7.36 a 6.23 con
0.5 mg L1, aunque fue estadisticamente igual a la concentracion de ABA mas alta.
La longitud de la hoja mas larga fue estadisticamente igual con las concentraciones
de 0, 0.1 y 0.5 mg L de ABA y 89 % mas pequefia con la concentracion de ABA
mas alta en comparacion con los bulbos expuestos a medio de cultivo sin ABA. El
namero, longitud promedio y peso fresco de raices disminuyé 77, 87 y 50 % con 1.0
mg L' de ABA en comparaciéon con los valores mas altos registrados en estas
variables (Cuadro 11). Un efecto similar por el uso de ABA fue registrado en bulbos
de Eucomis zambesiaca en los que el incremento de la concentracion in vitro de
ABA redujo su tamafio de 1.40, a 1.22 y 1.22 cm de didmetro y de 8.35a 7.13 y 5.88
g de peso con 3.78, 7.57 y 18.92 uM de ABA, respectivamente (Cheesman et al.,
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2010). EI ABA induce la degradacion de almidon para formar azucares solubles que
se utilizan en el metabolismo, que esta activo aun en la etapa de latencia, la
disminucién del almidén podria explicar la pérdida de peso en los bulbos, ya que es

la principal forma de acumulacion de biomasa en estos 6rganos.

Temperatura/luz Acido abscisico (mg L")

0 0.1 0.5 1.0

Aenn

Figura 9. Bulbos de S. formosissima cultivados in vitro con diferentes

25 °C con luz

10 °C sinluz

concentraciones de &cido abscisico y condiciones de temperatura y luz.

La barra horizontal debajo de los bulbos representa 1 cm.
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Cuadro 11. Efecto de la concentracion de acido abscisico sobre el crecimiento de

bulbo, hojas y raices en S. formosissima cultivada in vitro.

Longitud
Diametro Longitud de )
Peso o No. promedio Peso
de bulbo  hojamas ] ] ]
ABA acumulado (g) Raices deraices raices ()
(mm) larga (cm)
(mg L) (cm)

0 0.268 a 7.36 a 7.65a 6.10a 291a b5.72a
0.1 0.123 b 6.57 ab 368a 3.25ab 134ab 4.31 bc
0.5 0057 ¢ 623 b 3.77a 145 bc 0.77bc 496a
1.0 0.054 bc 651 b 080 b 140 c¢ 037 c 286 c

DSH 0.1132 0.7564 11.83 1.88 1.315 1.78

Medias con letras iguales en columnas no son estadisticamente diferentes. (Tukey, p

< 0.05). DSH: diferencia significativa honesta para los datos sin transformar.

Las condiciones de incubacién con temperatura de 10 °C en oscuridad
inhibieron la formacion de raices (Cuadro 12). Los resultados encontrados en este
ensayo demuestran que el acido abscisico y la temperatura tienen un efecto en la
latencia de los bulbos de S. formosissima ya que inhiben la formacién de hojas y
raices, aunque el incremento en la concentracion de acido abscisico disminuye el

peso y crecimiento del bulbo.

Cuadro 12. Efecto de la temperatura y luz sobre el nimero de hojas y raices en

bulbos de S. formosissima cultivados in vitro.

Temperatura/luz No. Raices
25° con luz 5.70 a
10° en oscuridad 040 b
DSH 1.00

Medias con letras iguales en columnas no son estadisticamente diferentes. (Tukey, p

< 0.05). DSH: diferencia significativa honesta.

Una respuesta similar se reportd en jacinto (Hyacinthus orientalis L. "Delft
Blue”) en donde 70 % de los explantes incubados por cuatro semanas a 25 °C
seguido de ocho semanas a 5 °C formaron bulbos, mientras que en los explantes sin

tratamiento con frio se observd menos de 20 % de brotes con bulbos. El acido
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abscisico promovié la latencia y formacion de bulbos en explantes incubados sin frio,
a las 22 semanas se alcanzé6 35, 58, 75y 50 % de brotes con bulbos con 0, 0.1, 1.0
y 10 mg L* de &cido abscisico, respectivamente (li et al., 2002). En este experimento
con S. formosissima también se registré un efecto negativo, no en la formacion de
bulbos, pero si en su crecimiento, ya que el incremento en la concentracion de acido
abscisico en el medio de cultivo a 0.5 y 1.0 mg L produjo perdida de biomasa en

estos érganos.

Acumulacion de carbohidratos en bulbos

El analisis de varianza para el efecto de la concentracion de &cido abscisico,
las condiciones de cultivo (10 °C en oscuridad y 25 °C con luz) y la interaccién de
ambos factores mostr6 que solo los factores independientes tuvieron efecto
significativo sobre la concentracion de almidén, sacarosa y fructosa en los bulbos y

solo las condiciones de incubacion sobre los azlcares solubles totales (Cuadro 13).

El contenido de almidén en bulbos fue mayor sin acido abscisico en el medio
de cultivo y estadisticamente similar cuando se adicion6é 0.1 y 0.5 mg L? de la
hormona al medio de cultivo. Contrario a estos resultados la adicion y el incremento
de &cido abscisico promovieron una mayor acumulacién de sacarosa y fructosa en el
medio de cultivo (Cuadro 14). Estos resultados demuestran que el ABA estimula la
degradacion de almidén y la formacion de azucares solubles a partir de este
polisacarido, estos azlcares pueden ser utilizados como fuente de carbono durante
la latencia y para proveer de la energia necesaria en la brotacion, por lo que el uso
de ABA puede servir para preparar al bulbo para la brotacion aunque no deben
usarse concentraciones altas, iguales o mayores a 1 mg L de este inhibidor de

crecimiento ya que provocan la reduccion del tamafio y peso del bulbo.
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Cuadro 13. Cuadrados medios del analisis de varianza para el efecto de la
temperatura y la concentracion de acido abscisico sobre el contenido

de carbohidratos en bulbos de S. formosissima cultivados in vitro.

Factor de Grados de  Almidon Azicares solubles Azucares Sacarosa Fructosa
variacion libertad totales reductores
(mg / g tejido fresco)

ABA 3 1156.33* 69.28NS 0.081Ns 0.34* 2.39*
Temperatura (T) 1 2590.33* 183.06* 0.008Ns 0.43* 2.78*
Interaccion ABA*T 3 173.65N8 17.46NS 0.012Ns  0.02N8  (0.82NS
Bloque 4 353.87Ns 34.53N8 0.265N  0.19NS  (0.45NS
R? 0.52 0.32 0.35 0.56 0.45
CV 14.07 35.10 14.04 10.34 39.65
Observaciones
utilizadas 35 39 37 35 34

CV = coeficiente de variacion, R? = coeficiente de determinaciéon, NS = diferencia no
significativa, "y ™ = diferencias significativas a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.
Los datos de sacarosa [log {z + V(z2 + 1)}] se transformaron para realizar el analisis

de varianza.

El ABA promovio un efecto distinto en cormos de gladiolo expuestos a esta
hormona, en los que se registrd un incremento simultdneo de sacarosa, almidén y el
crecimiento de estos érganos (Li et al., 2021). Esto confirma que los factores que
regulan el metabolismo del almidon actian de forma diferente en cada especie
(Zeeman et al., 2010).
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Cuadro 14. Efecto de la concentracidon de acido abscisico sobre el contenido de

carbohidratos no estructurales en bulbos de S. formosissima cultivados

in vitro.
ABA (mg L") Almidén Sacarosa Fructosa
(mg / g tejido fresco)
0 150.24 a 6.23 b 144 b
0.1 138.84 ab 8.97 ab 2.16 ab
0.5 130.37 ab 10.10 a 2.38 ab
1.0 11885 b 10.03 a 2.60 a
DSH 25.35 3.22 1.15

Medias con letras iguales en columnas no son estadisticamente diferentes. (Tukey, p

< 0.05). DSH: diferencia significativa honesta.

La disminucion de la temperatura tuvo un efecto similar al acido abscisico
sobre la concentracion de almidon y azucares solubles en los bulbos ya que con 10
°C en oscuridad los bulbos acumularon menos almidén, aunque se incremento el

contenido de sacarosa, fructosa y azucares solubles totales (Cuadro 15).

En condiciones de temperaturas bajas el metabolismo de los carbohidratos es
extremadamente activo y la sacarosa es el azucar soluble que predomina sobre la
glucosa y fructosa (Yu et al., 2022), en el caso de lilis se ha reportado que, durante
el almacenamiento de bulbos en temperaturas bajas, se aceleran la conversion de
almidon a sacarosa y la acumulacion de azucares en estos érganos (Zhang et al.,
2011).
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Cuadro 15. Efecto de la temperatura sobre el contenido de carbohidratos no

estructurales en bulbos de S. formosissima cultivados in vitro.

. Azucares
Almidoén Sacarosa Fructosa
Temperatura/luz solubles totales

(mg /g tejido fresco)

25° con luz 146.33 a 1690 b 8.00 b 1.86 b
10° en oscuridad 12655 b 2157 a 10.05 a 254 a
DSH 13.39 4.42 1.7 0.61

Medias con letras iguales en columnas no son estadisticamente diferentes. (Tukey, p
< 0.05). DSH: diferencia significativa honesta.

En un experimento realizado con dos variedades de lilis comestibles ‘Fly
Shaohua’ y ‘Fly Tiancheng’, los bulbos almacenados a 4 °C por 75 dias mostraron
una disminucién de mas de 50 % del contenido de almidén y un incremento en el
contenido de sacarosa en los bulbos de 64.36 a 106.02 y de 27.31 a 114.81 mg g
de peso fresco en ‘Fly Shaohua’ y ‘Fly Tiancheng’, respectivamente. De forma
similar, la actividad de las enzimas sacarosa fosfato sintasa y sacarosa sintasa se
incrementd. El andlisis del transcriptoma mostré cambios altamente dinamicos en un
gran numero de genes de enzimas del metabolismo del almidén y la sacarosa,
durante el almacenamiento en frio de los bulbos. La expresion de unigenes (AMY:
CL4373.Contig2_All, Unigene346_All; BAM: Unigenel0480_ALL,
CL1792.Contigd_ALL; a-GPs: Unigene28222 All, CL2557.Contigl_All) relacionados
con la degradacion de almiddn se incrementé a los 15 y 45 dias lo que podria
acelerar la conversion de almidon a glucosa-1-P que luego fue catalizada por la
acumulacion de UGPasa (CL2453.Contig2_All, Unigene6189 All) para generar
UDPG, que es un sustrato importante para la sintesis de sacarosa. Finalmente, los
contenidos alto de SPS y SPP catalizaron la reaccion donde se produce sacarosa a
partir de la UDPG. Estos patrones de expresion de genes involucrados en las rutas
metabdlicas del almidon y sacarosa explican bien la degradaciéon del almidén y la
acumulacion de la sacarosa durante el almacenamiento de los bubos de lili en frio
(Yu et al., 2022) lo cual podria explicar la acumulacion de sacarosa y la disminucién
del almidén en bulbos de Sprekelia formosissima cultivados in vitro a bajas

temperaturas.
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Conclusiones

El ABA y la temperatura baja estimulan la latencia de los bulbos de S.
formosissima cultivados in vitro, estos factores inhiben la formacion de hojas y raices
en los bulbos e incrementan el contenido de azucares solubles y disminuyen la
concentracion de almidon en estos 6rganos de reserva. Estos resultados pueden
servir para disefiar otros experimentos para explorar el uso de ABA y temperatura

baja en la acumulacion de almidén y biomasa en bulbos de S. formosissima.
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V. DISCUSION GENERAL

Las geofitas ornamentales también llamadas flores bulbosas contribuyen
significativamente a la industria ornamental y son utilizadas para la produccién de
flor de corte, en maceta y jardineria. En 2022, el valor de la produccion de plantas
bulbosas fue de 1.82 billones de euros y aunque existen mas de 800 géneros de
bulbosas, la produccion y comercializacién de estas plantas sigue dominada por
Tulipa, Lilium, Narcissus, Gladiuolus, Hyacinthus, Crocus e Iris (Yasemin y Beruto,
2024).

Sprekelia formosissima, una gedfita con potencial ornamental, puede ser una
opcién para los consumidores que demandan nuevas formas y colores en las
plantas bulbosas ornamentales que se producen a nivel mundial. El inconveniente
para introducir esta especie al mercado de las ornamentales es la generacién de

protocolos de propagacion masiva del germoplasma.

Las técnicas tradicionales de propagacion vegetativa de esta especie se
basan en la division de los drganos de reserva, aunque la tasa natural de
multiplicacion por bulbos es muy lenta, por lo que se requieren métodos alternativos
como el cultivo in vitro. Se han desarrollado sistemas de micropropagacion para S.
formosissima, pero no han tenido aplicacién comercial por la dificultad que presentan
las plantulas para formar bulbos, contrario a lo que ocurre en los métodos de

micropropagacion generados para Lily y Zantadeschia (De Klerk, 2012).

En la presente investigacion se estudid el efecto de los componentes del
medio de cultivo (concentraciones de sacarosa, fésforo y uso de inhibidores del
crecimiento vegetal) y variables ambientales como la intensidad de luz y temperatura
para acelerar el proceso de formacion de bulbos en plantulas de S. formosissima

bajo condiciones in vitro.

Los resultados registrados en el primer ensayo de esta investigacion
muestran que el incremento en la intensidad de luz a 130 pmol m~? s promueve la
acumulacion de almidén y aumenta el peso y diametro de los bulbos de S.

formosissima in vitro en 251, 152 y 44 %, respectivamente en comparacion con los
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bulbos cultivados en oscuridad. En el segundo ensayo, los bulbos de 0.6 a 1.74 g
incubados en la oscuridad, perdieron biomasa, lo que confirma que es necesario que
estos Organos se cultiven, al menos por un periodo en condiciones de luz, para
promover su crecimiento. En los bulbos de S. formosissima no se registro diferencia
en el contenido de azucares solubles entre las condiciones de luz y oscuridad,
contrario a lo que se ha reportado en otras especies como Lilium candidum en la que
la oscuridad y la luz azul promovieron la acumulacién de azucares solubles en los
bulbos (Patka et al., 2023).

El almidon almacenado en los bulbos puede ser degradado a azlcares
solubles que proveen el carbono y energia para la morfogénesis de la planta (Li et
al., 2014) es por esto que, el incremento del contenido de almidén en condiciones de
intensidad de luz alta puede utilizarse como estrategia para obtener bulbos de mayor
tamafo que dispongan de mayor energia para formar flores vigorosas después de la

brotacion.

La sacarosa es uno de los factores mas importantes que influyen en la
morfogénesis de las plantas cultivadas in vitro (de Paiva Neto y Otoni, 2003).
Estudios previos reportan concentraciones altas de este disacarido asociadas al
crecimiento in vitro de los bulbillos (Bakhshaie et al., 2010); sin embargo, el tamafio
de los bulbos de S. formosissima no se vio afectado por el incremento en la
concentracion de sacarosa en el medio de cultivo (3, 5, 7 y 9 %), esto se debe a que
estos 6rganos se cultivaron en la oscuridad y contrario a lo que ocurre en otras
especies, los bulbos de S. formosissima requieren de luz con intensidades altas para

incrementar su biomasa.

Las concentraciones altas de sacarosa (7 y 9%) en el medio de cultivo
promovieron la acumulacion de carbohidratos no estructurales (almidon, azucares
solubles totales, sacarosa y fructosa) y una mayor actividad de las enzimas
implicadas en la sintesis de almidén (AGPasa, SSS y GBSS) en los bulbos de S.
formosissima. En Licorys radiata la actividad de estas enzimas se incrementa
durante el desarrollo de los bulbos que acumulan almidén durante su crecimiento
(Xu et al., 2020). La acumulacion de almidén en los bulbos de S. formosissima

coincide con el incremento de la actividad de las enzimas AGPasa, SSS y GBSS,
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aunque estudios hechos en o6rganos de almacenamiento como la papa han
demostrado que la actividad de la AGPasa es la clave en la acumulacion de almidon
ya que es la primera enzima en la ruta para la sintesis de este polisacarido
(Lytovchenko y Fernie 2002). En Licorys radiata la AGPasa mostr6 los cambios mas
significativos entre las tres enzimas en esta especie, lo que confirma un rol

dominante de esta enzima en la sintesis de almidén (Xu et al., 2020).

Por otro lado, los datos registrados confirman que, en S. formosissima la
concentracion de P inhibe la actividad enzimatica de AGPasa y SSS. En presencia
de altas concentraciones de 3-fosfoglicerato, un producto directo de la fotosintesis,
la actividad de la AGPasa es inducida. Cuando el fosfato inorganico, subproducto de
la sintesis de almidén y molécula necesaria para ser intercambiada por glucosa-6-
fosfato del citosol, es el que predomina, la actividad de esta enzima es reprimida
(Kossmann y Lloyd, 2000), lo que parece explicar la inhibicién de esta enzima por la

adicion de P al medio de cultivo.

En Lycoris sprengeri el crecimiento de los bulbos coincide con el incremento
del contenido de carbohidratos en estos 6rganos. Sin embargo, la acumulaciéon de
almidén en los bulbillos pequefios hasta los bulbos de mayor tamafio es lenta, a
pesar del incremento en la actividad de la enzima SSS, esto puede deberse a la
actividad moderada de la AGPasa (Chang et al.,, 2013), lo que demuestra la

importancia de conocer los factores que inhiben la actividad de esta enzima.

Con base en estos resultados se sugiere incrementar la concentracion de
sacarosa en el medio de cultivo a 7 % y utilizar una intensidad de luz alta en las
condiciones ambientales de cultivo in vitro de bulbos de S. formosissima para
aumentar la actividad de AGPasa, SSS y GBSS y promover la acumulacion de

carbohidratos no estructurales en los bulbos y el crecimiento de estos 6rganos.

La temperatura es otro factor que influye en la regeneracién, formacion y la
latencia de bulbos in vitro. En el caso de las flores bulbosas de clima templado, las
temperaturas bajas imitan el invierno y promueven la latencia (Ascough et al., 2008)
como ocurrié en los bulbos de S. formisissima en los que la disminucion de la

temperatura a 5° C sin luz inhibié totalmente el crecimiento vegetativo ya que no
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formaron hojas ni raices. Un efecto similar de inhibicion del crecimiento se observé
al adicionar ABA al medio de cultivo, aunque las plantulas se incubaron a 25 ° C con

luz.

La adicion de ABA al medio de cultivo y el tratamiento con temperatura baja
aumentaron la concentracion de azucares solubles totales, sacarosa y fructosa y
disminuyeron el contenido de almidén en los bulbos de S. formosissima cultivados in
vitro. Durante el almacenamiento de los bulbos con temperaturas bajas, el contenido
de sacarosa incrementa como resultado de la hidrdlisis de almidon (Guy et al.,
2008). En Lilium rubellum (Xu et al., 2006), Lilium longiflorum (Miller y Langhans,
1990), jacinto y tulipan (Moe y Wickstrgm, 1973) expuestos a temperaturas bajas se

ha observado un incremento en la concentracion de sacarosa y azucares reductores.

El incremento en el contenido de azlcares solubles totales, sacarosa y
fructosa y la inhibicion del crecimiento muestran que el tratamiento con frio mantiene
en latencia al bulbo, aunque la actividad metabdlica no cesa ya que los azlcares
solubles como la glucosa y fructosa pueden ser utilizadas en la respiracion y como
componentes estructurales de las células (Gul et al., 2020). Esto sugiere que la
temperatura baja prepara al bulbo para la brotacion con la degradacion de almidén a
azucares solubles que serviran como fuente de energia en la formacién del nuevo
brote y la flor y confirma que la presencia de almidon y carbohidratos solubles no
solo proveen la energia necesaria para salir de la latencia, sino que también tienen

una funcién como sefialadores de esta etapa (Horvath, 2009).

Existe evidencia que demuestra que la temperatura baja promueve la
expresion de genes que aumentan el contenido de ABA en los bulbos (li et al., 2002)
lo que explica porque la adicién de ABA al medio de cultivo genera un efecto similar
a la disminucion de la temperatura de incubacion en los bulbos de S. formosissima

cultivado in vitro.

Un protocolo eficiente de propagacion in vitro de gedfitas ornamentales debe
considerar la induccién y rompimiento de la latencia que permita un crecimiento
rapido para una explotacion comercial eficiente del material vegetal (Yasemin y

Beruto, 2024). Los resultados observados en los bulbos de S. formosssima muestran
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que el ABA y la temperatura baja pueden utilizarse para la induccion de latencia,
aunque debe determinarse el periodo Optimo de exposicion a estos factores que
permitan una adecuada brotacion del bulbo después de su almacenamiento en estas

condiciones.

Con base en los resultados de esta investigacion se propone un modelo para
la dinamica del carbono y el crecimiento de bulbos de S. formosissima cultivados in
vitro que se describe en la Figura 10. Estos hallazgos permitiran optimizar el
desarrollo in vitro de bulbos de S. formosissima que son 6érganos faciles de manejar,
transportar y almacenar, lo que los hace el material ideal para la propagacion masiva
de genotipos seleccionados, o que pueden ser utilizados en los programas

avanzados de mejoramiento genético.
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Figura 10. Modelo propuesto para la dindmica del carbono en bulbos de S.
formosissima y su crecimiento in vitro en respuesta a la exposicion a
cambios en A) la intensidad de luz, B) concentracién de sacarosa, C)
fésforo, D) acido abscisico y E) temperatura. CNE = carbohidratos no

estructurales.
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

Los bulbos de Sprekelia formosissima cultivados in vitro acumulan almidén y
crecen mas cuando son cultivados con intensidad de luz alta, en la oscuridad
pierden en promedio 36 % de la biomasa inicial con la que son incubados. Esto es
un hallazgo importante para la generacion de un protocolo de micropropagacion de
esta especie, ya que contrario a lo que ocurre en otras geofitas ornamentales la

oscuridad no induce el crecimiento de los bulbos en S. formosissima.

El incremento de la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo hasta 7
y 9 % promovié la acumulacion de carbohidratos no estructurales (almidén, aztcares
solubles, sacarosa y fructosa) en los bulbos de S. formosissima. Esta respuesta fue
consistente con la actividad enzimatica de AGPasa, SSS y GBSS y actividad
enzimatica especifica de AGPasa y SSS (enzimas implicadas en la sintesis del

almiddn) que también aumentaron.

El incremento en la concentracion de P inhibi6 la actividad de AGPasa y SSS,
por lo que es recomendable mantener su concentracion basal en el medio de cultivo

MS utilizado para el cultivo de S. formosissima en estos ensayos.

Con base en estos resultados se sugiere utilizar una intensidad de luz de 130
umol m2 sy una concentracion de 7 % de sacarosa en el medio de cultivo MS para
promover la acumulacion de carbohidratos no estructurales y el crecimiento de los

bulbos de S. formosissima cultivados in vitro.

La temperatura baja y el ABA promueven la latencia de los bulbos de S.
formosissima cultivados in vitro. La exposicion de estos érganos a estas condiciones
inhibié la formacion de hojas y raices y promovio la degradacion de almidon a
azucares solubles (azucares solubles totales, sacarosa y fructosa) que
incrementaron su concentracion en los bulbos. El tratamiento con frio o la adicién de
ABA al medio de cultivo pueden servir de estrategia para inducir latencia en los
bulbos de S. formosissima, ademas estos factores preparan al bulbo para la
brotacién con la acumulacion de carbohidratos solubles que sirven como fuente de

carbono y energia.
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Con 10 °C en oscuridad y 0.1 a 0.5 mg L* de ABA a 25 °C, los bulbos de S.
formosissima se mantienen en un estado de latencia, aunque es necesario
establecer los tiempos de exposicion Optimos a estos factores, que permitan la

mayor acumulacion de carbohidratos no estructurales y el mayor tamafio de bulbo.
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APENDICE

Cuadro 1A. Cuadrados medios del andlisis de varianza en la evaluacion del
crecimiento de S. formosissima propagada in vitro con diferente

intensidad de luz.

Variable GL Cuadrados medios R2 cv
Luz Error Luz Error
Clorofila a 4 14 0.215" 0.130 0.88 25.92
Clorofila b 4 14 0.016" 0.001 0.82 31.55
Clorofila total 4 14 0.351" 0.022 0.86 26.67
Color 4 30 327.30" 8.680 0.83 17.23
Numero de hojas 4 45 1.460° 0.420 0.23 36.46
Longitud de hoja més larga 4 45 3.74NS 16.530 0.01 84.10
Peso fresco de hoja 4 30 319.60NS 2,235.8 0.01 79.48
Peso seco de hoja 4 30 53.82NS 44570 0.13 85.35
Ancho de bulbo 4 30 0.062° 0.165 0.27 22.02
Largo de bulbo 4 30 0.16Ns 1.631 0.09 27.05
Peso fresco de bulbo 4 30 1.97" 0.300 0.46 20.01
Peso seco de bulbo 4 30 9.26" 1.310 0.48 30.55

CV = coeficiente de variacion, GL = grados de libertad; R? = coeficiente de
determinacién, NS = diferencia no significativa, * y ** = diferencias significativas a P
< 0.05y P =< 0.01, respectivamente. Los datos de las variables clorofila a, clorofila
total (z?), color [exp(z)], longitud de hoja mas larga [log(z+1)], peso fresco
[{z+V(z+1)}] y seco (Nz) de bulbo se transformaron para realizar el anélisis de

varianza.
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Cuadro 2A. Cuadrados medios del analisis de varianza para la concentracion
enzimatica y tiempo de incubacion sobre la concentracién de almidén

en bulbos de S. formosissima propagados in vitro.

Fuente de variacion Grados de libertad Cuadrados medios
Bulbos 1 2654.81"
Concentracion de enzimas (E) 1 2405.10°
Tiempo de incubacion (T) 2 3795.34™
Interaccion E*T 2 570.40NS
Error 28 485.50

Total 34
R?= 0.74; CV= 21.40. NS = diferencia no significativa, * y ** = diferencias

significativas a P <0.05 y P < 0.01, respectivamente.
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Cuadro 3A. Cuadrados medios del analisis de varianza de la concentracién de
carbohidratos no estructurales por efecto de la intensidad de luz en

plantulas de S. formosissima propagadas in vitro.

Variable GL Cuadrados medios R2 cv
Luz  Error Luz Error
Bulbos
Azucares solubles totales 4 15 0.126Ns 0.077 0.30 4.99
Fructosa total 4 15 1066.03NS 569.84 033 34.15
Sacarosa 4 14 24723 50.23 0.58 2529
Azucares reductores 4 15 0.00008Ns 0.0001 018 26.22
Almidén 4 14 740.67° 180.76 053 32.28
Hojas
Azucares solubles totales 4 14 534.53NS 1507.39 009 3517
Fructosa total 4 14 414 21N8 398.18 022 56.65
Sacarosa 4 11 0.00022Ns 0.0001 032 39.68
Azucares reductores 4 14 64.89NS 135.74 012 4222

CV = coeficiente de variacion, GL = grados de libertad; R? = coeficiente de
determinacién, NS = diferencia no significativa, * y ** = diferencias significativas a P
< 0.05 y P = 0.01, respectivamente. Los datos de las variables fructosa, azlcares
solubles totales en bulbo [log {z+V(z2+1)}], azlcares reductores en hojas y bulbos

(1/z) se transformaron para realizar el andlisis de varianza.
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Cuadro 4A. Cuadrados medios del analisis de varianza por rangos para el efecto de
tratamientos con ABA y temperatura baja sobre el nimero de hojas en

bulbos de S. formosissima cultivada in vitro.

Fuente de variacion Grados de libertad Cuadrados medios

Tratamientos 7 2169.02™
Error 72 202.87
Total 79

R2 0.50

CV 35.16

CV = coeficiente de variacion, R? = coeficiente de determinacién, NS = diferencia no

significativa, "y ™ = diferencias significativas a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.

Cuadro 5A. Cuadrados medios del analisis de varianza por rangos para el efecto de
tratamientos con ABA y temperatura baja sobre la longitud de raiz mas

larga en bulbos de S. formosissima cultivada in vitro.

Fuente de variacion Grados de libertad Cuadrados medios

Tratamientos 7 20.78™
Error 35 3.39
Total 42

R2 0.55

CV 77.49

CV = coeficiente de variacion, R? = coeficiente de determinacion, NS = diferencia no

significativa, "y ™ = diferencias significativas a P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente.
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Plantas gedfitas en el mercado mundial de flores
I mercado floricola mundial comerciakiza
mas de Soo géneros de gedfitas ornamenta-
les como flor de corte, planta en maceta, en

paisajismoy jardinenia. Las especies mas conocidas

e importantes economicamente son tulipan, fili,

gladiola, narciso, ins, jacinto y crocus. Las gedfitas

han evolucionado para scbrevivir en ambientes
adversos a través de la produccidn de drganos sub-
terraneos de reserva, como rizomas, tubérculos,
cormos o bulbos que les permiten mantener un es-

tado de reposo. Estos 6rganos almacenan agua y

carbohidratos que suministran energla y permiten

Coordinacion de 1a Investigacion C
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