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Intensidad de la luz y sacarosa en la respuesta
morfo-fisioldogica in vitro de plantulas Selenicereus
megalanthus (Haw.)

Light intensity and sucrose on the in vitro morpho-physiological response
Selenicereus megalanthus (Haw.) Seedlings

Carlos Eduardo Millones Chanamé', Ernestina Rosario Vasquez Castro?

Resumen

Mejorar la eficiencia en las condiciones de cultivo in vitro en protocolos de la micropropagacién de pitahaya amarilla establecidos, permite
evaluar la dependencia de la sacarosa en el medio de cultivo bajo condiciones fotoautotréficas con la finalidad de obtener plantulas de alta
calidad en menor tiempo, que favorezca su aclimatacion en la produccién masiva de esta especie. La presente investigacion tuvo como
objetivo evaluar los niveles de intensidad de la luz y el empleo o no de la sacarosa en el medio de cultivo sobre la respuesta morfologica
y fisiologica in vitro de plantulas de pitahaya amarilla (S. megalanthus). Secciones vegetativas de pitahaya amarilla fueron colocadas
en medios de cultivo de crecimiento y desarrollo para la obtencién de esquejes de aproximadamente seis centimetros de largo para la
obtencion de los explantes. Los recipientes fueron colocados a diferentes intensidades de la luz: 50, 100 y 150 pmol/m=2s™, utilizando
lamparas fluorescentes compactas, cuyas intensidades fueron ajustadas empleando un luxémetro. Se empleé un disefio completamente
al azar con arreglo factorial (Factor A: tres intensidades de luz y Factor B: presencia y ausencia de sacarosa en el medio de cultivo de
crecimiento y desarrollo) y siete repeticiones por tratamiento. Las evaluaciones de la respuesta morfolégica y fisioldégica fueron realizadas
a los 45 dias de cultivo in vitro. Los rasgos relacionados con el contenido hidrico, peso seco y longitud de brote permiten explicar la
respuesta fotoautotréfica de las plantulas de pitahaya amarilla cultivada in vitro empleando intensidades de luz de 50 y 100 pmol/m2s'y
enausencia de sacarosa.

Palabras claves: Cactaceae, pitahaya amarilla, fotoautotroéfico, contenido hidrico, micropropagacion, intensidad de luz.
Abstract

Improving the efficiency in vitro culture conditions in established yellow pitahaya micropropagation protocols, allows evaluating the
dependence of sucrose in the culture medium under photoautotrophic conditions to obtain high quality seedlings in less time, which favors
their acclimatization in the mass production of this species. The objective of this research was to evaluate the levels of light intensity
and the use or not of sucrose in the culture medium on the in vitro morphological and physiological response of yellow pitahaya (S.
megalanthus) seedlings. Vegetative sections of yellow pitahaya were placed in growth and development culture media to obtain cuttings
approximately six centimeters long to obtain the explants. The containers were placed at different light intensities: 50, 100 and 150 pumol/m-
257, using compact fluorescent lamps, whose intensities were adjusted using a luxometer. A completely randomized design with factorial
arrangement (Factor A: three light intensities and Factor B: presence and absence of sucrose in the growth and development culture
medium) and seven repetitions per treatment was used. The evaluations of the morphological and physiological response were made after
45 days of in vitro culture. The traits related to water content, dry weight and shoot length allow us to explain the photoautotrophic response
of yellow pitahaya seedlings grown in vitro using light intensities of 50 and 100 pmol/m2s™ and in the absence of sucrose.
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La propagacion de la pitahaya se realiza
sexualmente mediante la semilla botanica 'y
asexualmente a través de los esquejes obtenidos a
partir de los cladodios. La reproduccion asexual es
la mas empleada por ser mas econémica y con buena
respuesta productiva, pero este método es poco eficiente
por ser lento y propiciar condiciones para el desarrollo
de enfermedades por exceso de humedad (Hua et al.,
2015). La propagacion in vitro es una herramienta
biotecnolégica que permite mejorar la eficiencia de la
multiplicacion masiva y homogénea de material élite,
libre de enfermedades (Suarez et al., 2014).

Los protocolos de propagacion in vitro en
pitahaya amarilla (S. megalanthus) emplean segmentos
nodales colocados en medio basal MS y adicion de BAP
0,5 y 1 mg/L en la induccién y crecimiento de brotes
(Zambrano-Forero et al., 2015); meristemos axilares
(aréolas) colocados en medio basal MS, y adicion de
Thidiazuron (TDZ) 300 pM, en la regeneracion via
organogénesis indirecta (Caetano, et al., 2014); hojas
cotiledonales y fragmentos de cladodios en medio MS
y adicion de 6-furfurilaminopurina (KIN) 2 mg/L y
bencilaminopurina (BAP) 2mg/L en la obtencion de
brotes y raices adventicias (Sudrez et al., 2014); secciones
vegetativas colocadas en medio basal MS y adicion de
BAP 2 mg/L y KIN 1 mg/L en la induccién de brotes y
raices adventicias (Millones y Vasquez, 2010).

Protocolos de propagacion in vitro en especies
de cactaceas, comprende las condiciones ambientales
de crecimiento con baja intensidad de la luz y escaso
intercambio de gases en los contenedores de cultivo in
vitro, siendo empleada la sacarosa como la principal
fuente de carbono. En Hylocerus purpusii intensidad
de la luz de 38 y 47,5 umol m? s y sacarosa 30 g/L
(De Feria et al., 2012), Hylocereus monocanthus
intensidad de la luz de 28 pmol m? s y sacarosa 30 g/L
(Montiel-Frausto et al., 2016), Selenicereus megalanthus
intensidad de la luz de 37 pmol m? s y sacarosa de 30
g/L (Suarez et al., 2014). La propagacion in vitro bajo
diferentes intensidades de la luz también ha sido evaluado
en especies como Pouteria gardneriana registrando
que la regeneracion de plantulas es dependiente de la
sacarosa en el medio de cultivo y que las intensidades de
la luz minimamente influenciaron en las caracteristicas
fenotipicas (Leite et al., 2017). Momordica grosvenori
cultivada bajo condiciones fotoautotroficas registraron
mejor desarrollo del sistema radicular, desarrollo de
brotes alto contenido de clorofila, mayor capacidad
fotosintética y alta supervivencia ex vitro (Zhang et al.,
2009). Las condiciones fotoautotroficas son adecuadas
porque permiten en varias especies mejorar las
condiciones de aclimatacion de los explantes, obteniendo
altas tasas de sobrevivencia en la etapa ex vitro (Hoang
et al., 2020; Nguyen et al., 2016).
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Mejorar la eficiencia en las condiciones de
cultivo in vitro en protocolos de la propagacion in vitro
de pitahaya amarilla establecidos, permite evaluar
la dependencia de la sacarosa en el medio de cultivo
bajo condiciones fotoautotroficas con la finalidad de
obtener plantulas de alta calidad en menor tiempo, que
favorezca su aclimatacion en la produccion masiva de
esta especie, razon por la cual, la presente investigacion
evaluo diferentes intensidades de la luz y el empleo o no
de la sacarosa en el medio de cultivo sobre la respuesta
morfologica y fisiologica in vitro de plantulas de
pitahaya amarilla (S. megalanthus), con la finalidad de
desarrollar una metodologia para la micropropagacion
fotoautotrdfica de plantulas de pitahaya amarilla, en la
produccion masiva de semilla asexual de calidad.

Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biologia
de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas, Pert durante el afio 2020. El
material vegetativo de pitahaya amarilla (S. megalanthus)
estuvo conformado por cladodios introducidos in vitro
en el afio 2009 colectado en el distrito de Churuja,
provincia de Bongard, regiéon Amazonas, Peru
(latitud 06°01°01.2”, longitud 77°57°16,8” WO vy altura
de 1392 msnm).

Para el crecimiento y desarrollo de secciones
vegetativas de pitahaya amarilla in vifro se formuld el
medio de cultivo de crecimiento y desarrollo constituido
por las sales inorganicas y vitaminas MS (Murashige y
Skoog, 1962), acido naftalenacético (ANA) 1 mg/Ly BAP
2 mg/L, m-inositol 100 mg/L, sacarosa 30 g/L, carbon
activado 3g/L y phytagel SIGMA 1,5 g/L. Las secciones
vegetativas de pitahaya amarilla fueron colocadas en
medios de cultivo de crecimiento y desarrollo, con la
finalidad de obtener esquejes de aproximadamente seis
centimetros de largo para la obtencion de los explantes.

Los esquejes obtenidos en la etapa anterior
fueron seccionados en aproximadamente cinco mm de
longitud y colocadas 16 secciones vegetativas en medio
de cultivo de crecimiento y desarrollo con 0 y 30 g/L
de sacarosa, respectivamente. Los recipientes fueron
colocados a diferentes intensidades de la luz: 50, 100
y 150 pmol/m?s?, utilizando lamparas fluorescentes
compactas. Las intensidades de la luz fueron ajustadas
empleando un luxémetro Control Company 3251. Todos
los tratamientos fueron desarrollados a temperatura de
25+2°C.

Después de 45 dias de cultivo in vitro de los
explantes se recopilaron datos morfologicos: longitud de
brote, nimero y longitud de raices, diametro de cladodio
y datos fisioldgicos: peso seco (colocados los explantes
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en una estufa a 60 °C hasta peso constante) y contenido
hidrico (CH (%) =[(Peso fresco — Peso seco)/Peso fresco]
x 100) (Hoang et al., 2017).

Los experimentos empleados para evaluar los
efectos de la intensidad de la luz y la presencia/ausencia
de sacarosa en el medio de cultivo de crecimiento y
desarrollo de esquejes de pitahaya amarilla in vitro
fue bajo un disefio completamente al azar en arreglo
factorial (Factor A: intensidades de la luz, Factor B:
presencia/ausencia de sacarosa en el medio de cultivo
de crecimiento y desarrollo), con siete repeticiones,
cada una conformada por 16 explantes. Las diferencias
significativas entre las medias fueron calculadas con la
prueba Tukey a P < 0.05. El ANOVA de dos factores
se realizo para analizar los efectos combinados de los
factores. El MANOVA de dos factores fue realizado con
las variables establecidas en el estudio. Las diferencias
significativas fueron analizadas a P < 0.05 y P <0.01,

respectivamente. La relacion entre los caracteres
evaluados fue explorada con la técnica de andlisis de
los componentes principales. Los resultados de os
componentes principales fueron visualizados con el
Biplot construido entre los dos primeros componentes
principales (PC1 y PC2). El analisis estadistico de los
datos se realiz6 con el software R version 4.1.0.

Resultados y discusion

El MANOVA de dos factores de las variables
morfologicas y fisiologicas en el crecimiento vegetativo
de plantulas de pitahaya amarilla mostraron que los
parametros individuales intensidad de la luz, presencia/
ausencia de la sacarosa en el medio de cultivo e
intensidad de la luz x presencia/ausencia sacarosa en el
medio de cultivo fueron significativos (P < 0.01 y P <
0.05, respectivamente) (Tabla 1).

Tabla 1. MANOVA de dos factores de los efectos de diferentes intensidades de la luz y
presencia o no de sacarosa en el medio de cultivo, y sus efectos combinados en las
variables morfologicas y fisioldgicas del crecimiento vegetativo en plantulas de pitahaya

amarilla.

Parametro

Wilk’s Lambda F P

Intensidad de la luz
Presencia/ausencia de sacarosa

Intensidad de la luz x Presencia/ausencia sacarosa

0.361 3.44 k%
0.557 4.11 **
0.484 226 *

**Diferencia significativa a P <0.01. *Diferencia significativa a P <0.05

Las plantulas de pitahaya amarilla respondieron
de manera similar en los caracteres morfolégicos como
longitud de brote, nimero y longitud de raices, diametro
de cladodio empleando intensidades de la luz 50, 100
y 150 pmol/m?s! y 30 g/L de sacarosa, no registrando
diferencias significativas. El efecto negativo marcado
debido a la ausencia de sacarosa en el medio de cultivo
registré diferencias significativas cuando se emple6 150
umol/m=s? afectando la respuesta morfoldgica de los
explantes, por el contrario, el empleo de intensidades de
la luz de 50 y 100 umol/m™s™! y en ausencia de sacarosa
fueron registrados valores similares de respuesta
morfologica al emplear 30 g/L de sacarosa en el medio
de cultivo, siendo la prueba no significativa (Figura la-
1d). El numero y longitud de raices en intensidades de
la luz 50 y 100 pmol/m3s™! en ausencia de sacarosa, la
respuesta morfologica fue similar con aquellos medios
de cultivo donde se empled sacarosa, esta respuesta
es importante cuando las plantulas desarrollan bajo
condiciones fotoautotréficas, porque permite mejorar el
estatus de agua del brote y por consiguiente una mejor
absorcion de los nutrientes a través de la raiz (Sasongko
et al., 2016).

Lalongitud de brotes alos 45 dias de cultivo in vitro
registrod valores de 1,71; 2,5 y 2,15 cm en intensidades de

W42

la luz 50, 100 y 150 pmol/ms™! mas sacarosa 30 g/L en
el medio de cultivo, incluso similares longitudes de 2,11
y 2,56 cm fueron registradas en intensidad de la luz 50
y 100 umol/ms sin el uso de sacarosa en el medio de
cultivo (Figura 1). La intensidad de la luz de 150 pmol/
m?s! en ausencia de sacarosa en el medio de cultivo la
longitud de brote disminuyo (1,0 cm) siendo la prueba
significativa. Investigaciones en pitahaya amarilla
empleando intensidad de la luz de 2000 Iux (37 umol/m-
25"y mas 30 g/L de sacarosa en el medio de multiplicacion
registraron longitudes de cladodios de 2,7 cm de largo,
pero a los 60 dias de cultivo in vitro (Suarez et al., 2014).
Especies emparentadas con la pitahaya amarilla, el
empleo de intensidad de la luz 38 pumol/m?s™, 20 g/L
de sacarosa y BAP 2 mg/L en Hylocereus purpusii
registraron longitud de cladodio de 1,75 cm a los 45 dias
de cultivo in vitro en (De Feria et al., 2012); asimismo, el
empleo de intensidad de la luz 28 pmol/m?s™!, 30 g/L de
sacarosa y BAP 2 mg/L en H. monocanthus registraron
longitud de cladodio de 2 cm a los 60 dias de cultivo
in vitro (Montiel-Frausto et al., 2016). Ambas especies,
experimentaron menor longitud de cladodios en bajas
intensidades de la luz comparados a los reportados en
la presente investigacion con intensidad de la luz de 150
y 100 pmol/m?s? (2,15 y 2,50 cm, respectivamente).
En Capsicum chinense el empleo de alta intensidad
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de la luz 225 umol/m?s™ mas 30 g/L de sacarosa en el
medio de cultivo afectd los pardmetros de crecimiento
como longitud de brote, nimero de hojas, area foliar
comparado con la intensidad de luz intensidad de la luz
28 umol/m2s?! (Barrales-Lopez, 2015). La respuesta
fotoautotrofica en las plantulas de pitahaya amarilla fue

distinta a la reportada en Pouteria gardneriana que solo
registraron regeneracion de brotes cuando el medio de
cultivo contenia como fuente de carbono la sacarosa,
siendo indispensable la sacarosa en el medio de cultivo
para el crecimiento y desarrollo in vitro de esta especie
(Leite et al., 2017).
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Figura 1. Respuesta morfologica de las plantulas de pitahaya amarilla sometidas a diferentes
intensidades de luz y presencia/ausencia de sacarosa en el medio de cultivo. a) longitud de brote,
b) longitud de raiz, ¢) nimero de raices, d) diametro de cladodio.

Datos presentados con medias + desviacion standard, diferentes letras indican diferencias
significativas en los parametros para un P <0.05 de acuerdo con la prueba Tukey.

Los caracteres fisioldogicos mostraron diferencias
significativas en la respuesta frente a la intensidad de
la luz y presencia/ausencia de la sacarosa en el medio
de cultivo. El peso seco mostro una respuesta similar a
la registrada en los caracteres morfologicos cuando se
empled 50 y 100 pmol/m™s™ en ausencia de sacarosa
no mostraron diferencias significativas en el peso
seco comparadas con aquellas cultivadas en medio de
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cultivo con sacarosa 30% (Figura 2a). La ausencia de la
sacarosa en el medio de cultivo no afecto la fotosintesis,
esta respuesta puede estar relacionada con la presencia
de componentes en el medio de cultivo que permitieron
el desarrollo fotoautotrofico en ausencia de la sacarosa,
tomando los explantes una fuente alterna de carbono, o
quiza podria estar relacionada con la fotosintesis CAM
de la pitahaya amarilla (Weiss et al., 2010).
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Figura 2. Respuesta fisiologica de plantulas de pitahaya amarilla sometidas a diferentes
intensidades de luz y presencia/ausencia de sacarosa en el medio de cultivo. a) peso seco, b)

contenido hidrico.

Datos presentados con medias + desviacidon standard, diferentes letras indican diferencias
significativas en los parametros para un P < 0.05 de acuerdo con la prueba Tukey.

El proceso de la fotosintesis requiere mayor
cantidad de agua en la plantula para llevar a cabo las
reacciones catalizadas por el fotosistema II (Shen et al.,
2015). Bajo condiciones fotoautotroficas es importante
el estatus de agua en la plantula, porque mejora
positivamente la eficiencia del fotosistema II y produce
un escaso desorden anatomico en la propagacion in
vitro de Aechmea blanchetiana (Martins et al., 2020).
El contenido hidrico en intensidades de la luz 100 y 150
umol/m2s y ausencia de sacarosa en el medio de cultivo
registr6 mayores porcentajes de contenido hidrico en
comparacion cuando se empled la sacarosa en el medio
de cultivo, siendo la prueba significativa. El empleo de
50 umol/m3s! con presencia/ausencia de la sacarosa en
el medio de cultivo registraron datos similares, siendo
la prueba no significativa (Figura 2b). En condiciones
fotoautotroficas el crecimiento y desarrollo de las
plantulas de pitahaya amarilla mostraron mejor estatus
hidrico de saturacion que influyé en mayor crecimiento
del brote, probablemente al obtener una mayor longitud
de raices que permitieron mayor eficiencia en la absorcion
de nutrientes del medio de cultivo. Sin embargo, la
disminucién del estatus hidrico en plantulas sometidas
a mayor intensidad de luz (150 umol/m2s™) registraron
disminucioén de la longitud del brote, probablemente por
una disminucion de la turgencia celular.

La intensidad de la luz debe ser incrementada a
un nivel que estimule el comportamiento fotoautotrdfico
de las plantulas cultivadas in vitro cuando se utilizan
medios con ausencia de sacarosa (Nguyen et al., 2016).
Las respuestas morfologicas y fisiologicas de las
plantulas de pitahaya amarilla reportadas en el presente
estudio son de importancia en el cultivo fotoautotréfico
para establecer las condiciones de intensidad luminica
de las plantulas, porque al aumentar la intensidad de luz

144

a 150 pmol/m2s! requiere del uso de sacarosa. Cuando
las intensidades de luz fueron de 50 y 100 pmol/m?s™ las
plantulas pueden ser cultivadas sin suministro de fuente
de carbono en el medio de cultivo. El comportamiento
fotoautotrofico ha sido reportado en Mouriri elliptica
(Melastomataceae), en intensidades de luz de 100 y
150 umol/m2s?! y medios de cultivo con y sin sacarosa
(De Assis et al., 2016). En Adechmea blanchetiana
(Bromeliaceae) en intensidades de 90 pmol/m?s! con
diferentes niveles de sacarosa 0, 15, 30 y 45 g/L de
sacarosa en el medio de cultivo (Martins et al., 2020). En
Castanea sativa la alta intensidad de la luz 150 pmol/m
%51 y empleo de bajas concentraciones de sacarosa (5
g/L) en el medio de cultivo favorece el crecimiento y la
fotosintesis en esta especie (Saez et al., 2016).

Las variables evaluadas en el crecimiento y
desarrollo de plantulas de pitahaya amarilla sometidas a
diferentes intensidades de luz y cultivadas en medios de
cultivo con presencia/ausencia de sacarosa a través del
analisis de componentes principales (PC) las PC1 y PC2
explican el 96,2% de la varianza de los datos (Figura
3). Las puntaciones positivas de la PC1 (representa el
80,4% de la varianza total) muestran que la proyeccion
de la longitud de brote y el peso seco mostraron estar
altamente correlacionados. El contenido hidrico registro
puntaciones negativas y mejor representadas en la PCI,
no muestra una dependencia con la variable longitud
de brote, en tanto, tiene una correlacion fuerte pero
inversa con el peso seco. Estos resultados muestran
que a intensidad de la luz de 50 y 100 pmol/m?s? las
variables fisioldgicas y morfoldgicas como peso seco,
contenido hidrico y longitud brote explican la respuesta
fotoautotrofica de las plantulas de pitahaya amarilla a los
45 dias de cultivo in vitro.
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Intensidad de luz y presencia de sacarosa en explantes de pitahaya
amarilla
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Figura 3. Componentes principales de las respuestas morfogénicas
y fisiologicas de plantulas de pitahaya amarilla sometidas a
diferentes DFFF y presencia/ausencia de sacarosa en el medio de

cultivo.

Longitud de brote (LngB), longitud de raices (LngR), nimero de
raices (NmRc), didmetro de cladodio (Dcld), peso seco (WSec),

contenido hidrico (CHdr).

Conclusiones

Los rasgos relacionados con el contenido hidrico,
peso seco y longitud de brote permiten explicar la
respuesta fotoautotrofica de las plantulas de pitahaya
amarilla cultivada in vitro empleando intensidades de
luz de 50 y 100 pmol/m?s™! en ausencia de sacarosa.

El empleo de intensidad de la luz de 150 pmol/
m?s?! en ausencia de sacarosa de cultivo, afecto las
variables morfologicas y fisioldgicas en plantulas de
pitahaya amarilla.
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