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Resumen

Sprekelia formosissima es una gedfita ornamental que se propaga por divisién de bulbos ya que su
obtencion por semilla lleva hasta cuatro afios. La micropropagacion es una opcién 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 evaluo 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 midié nimero, color, clorofila y longitud
de hojas, peso fresco y seco de hojas y bulbos, ancho y largo de bulbos. Se midieron los azlcares
solubles totales, azlcares reductores, sacarosa, fructosa en hojas y ademas almidén en bulbos.
Para determinar almidon se probaron 4 y 8 U de amiloglucosidasa y #-amilasa con 6, 12y 24 h de
digestion. Con los datos se realizé un ANDEVA y la prueba de Tukey (p< 0.05). Con 130 pmol m?
s aumentd el peso fresco, seco y diametro de bulbo, nimero de hojas, almidén en bulbos, clorofila
a, b y total en 152, 433, 44, 87 y 251% y 55, 35 y 58 veces, respectivamente, en comparacion
con los datos registrados en la oscuridad. La intensidad alta de luz in vitro incrementa la biomasa
y almidén en bulbos de S. formosissima que se estimo con 8 U de amiloglucosidasa y a-amilasa y
24 h de digestion.
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Introduccion

Las plantas gedfitas 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 saturacién 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 geofita
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 propagacién vegetativa es limitada a la produccién de uno o ningdn brote por
afio. Por esto, las técnicas de propagacién in vitro son una alternativa para la propagacion
masiva de esta especie en la que se pueden obtener hasta 96 bulbillos en seis meses a partir
de un solo bulbo (Céazarez et al., 2010).

Sin embargo, el reto en la micropropagacion de esta especie es la bulbificacion (formaciéon y
crecimiento de bulbos), ya que los bulbillos producidos in vitro que crecen lo suficiente, logran 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 Gnicamente hojas en
roseta sin producir flores (De Klerk, 2012).

El crecimiento de la planta posterior a la brotacién esta relacionado con la acumulacién de almidén
y azlcares 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 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? s*, aunque otros estudios indican que la
oscuridad promueve la formacion 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 incubacién con fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad y
oscuridad, quienes consignaron que el tratamiento con luz (40 umol m* s™) propicié mayor niimero
de bulbos (13.5 £1.44), nimero (6.2 £0.87) y largo de hojas (0.86 +0.46).

Asimismo, la oscuridad inhibié completamente la formacién 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 Lilium longiflorum (Kumar et al., 2006) se report6 un
namero 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 almidén,
azlcares solubles totales, azUcares reductores, sacarosa y fructosa en los bulbos.
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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 con agua estéril. La desinfeccion se efectud con una solucidn 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 ajust6é 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 umol m? s™, con lamparas de luz
fluorescente blanca de 75 W. Las plantulas con bulbillos se obtuvieron a las ocho semanas.

Tratamientos y disefio experimental para evaluar el efecto de la

intensidad de luz

A los bulbillos se les quitd la parte apical mediante un corte transversal y a la parte basal se le
hizo un corte longitudinal para promover la propagacién 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 vy
0.0412% de 2-metil-3(2H)-isotiazolona).

A los 60 dias se seleccionaron bulbillos de 0.2 a 0.3 cm de didmetro, 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
concentraciéon de clorofila, color, nimero y longitud de la hoja mas larga. En bulbos se midi6
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 tom6 1 ml del solvente y se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro (Jenway 6305) a 664 y 647 nm (Porra et al., 1989), con estos datos y las
funciones clorofila a= 12.70(Agss)-2.79(Ass7), Clorofila b= 20.70(As47)-4.62(Asss) Y clorofila total=
17.90(A¢s7) - 8.08(Asss) Se calculd la concentracién de clorofila en mg L™ y con el peso de
muestra, en mg g™ peso fresco.

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).
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Figura 1. Nimero consecutivo asignado y nombre de colores de la Royal Horticultural Society registrados
en hojas de Sprekelia 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
calent6 a 80 °C por 30 minutos con agitacion cada 10 minutos y se centrifugd a 13 000 rpm por
10 minutos para separar y recuperar el sobrenadante del sedimento, este procedimiento se repitio
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
- 4cido sulfarico (Rover et al., 2013), azucares reductores por Somogyi-Nelson (Maldonade et
al.,, 2013) y sacarosa y fructosa por el método propuesto por Seliwanoff (Quesada, 2007). La
determinacion de clorofila se realizé con tres repeticiones por tratamiento, los carbohidratos no
estructurales con cuatro, numero y longitud de hoja mas larga con diez y para el resto de las
variables se midieron siete repeticiones por tratamiento.

Estandarizacion 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 almidén en bulbos de
Sprekelia formosissima, se realizé un ensayo para establecer la concentracion de #-amilasa,
amiloglusidasay el tiempo de digestién 6ptimos para estimar la concentracion de este polisacarido.
Para determinar el almidén se utilizé el sedimento descrito en la determinacién 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 secé a 80 °C y se agregaron 200 ul de agua
destilada estéril, la muestra se calentd a 95 °C por 45 minutos para gelatinizar el almidén y luego
se agregaron 300 pl de una solucién buffer de acetato de sodio 0.2 M (pH 5.4) que contenia #-
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 incubacién de la reaccién 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.
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Analisis estadistico

La normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos se corroboré con la prueba de Shapiro-Wilks
y Levene, respectivamente. Se transformaron las variables clorofila a y clorofila total (z°), peso fresco,
seco y longitud de hoja més 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 (z° + 1)}] y azlicares reductores en hojas y
bulbos (1/z). Con los datos obtenidos se realizd un andlisis de varianza (p< 0.05) y la prueba de medias
de Tukey (p< 0.05) con el programa (2023) SAS® OnDemand for Academics.

Resultados y discusion

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 ndmero de hojas formadas en S. formosissima se incrementd con la mayor intensidad de
luz probada en este experimento (130 umol m™ s™) en comparacién con los bulbos cultivados en
oscuridad que acumularon la menor cantidad de biomasa y generaron menos hojas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto de la intensidad de luz sobre el crecimiento de plantulas de S. formosissima propagados in vitro.
Intensidad de Bulbos Numero de hojas
luz (umol m®s™) Diametro (cm) Peso fresco (mg) Peso seco (mg)

0 0.27b 47.21b 6.21b 1.20b

30 0.32 ab 64.50 ab 12.35b 1.75 ab

60 0.37 ab 71.57 ab 13.78 b 1.8 ab

120 0.31ab 65.93 ab 16.07 b 1.95 ab

130 0.39a 119.36 a 33.14a 2.25a

DSH (0.05) 0.11 61.95 15.51 0.82

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

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 fijacién
fotosintética del CO, 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 la mayor intensidad
de luz, puede explicarse por la formacién de una mayor cantidad de hojas, que en estas condiciones
suministran los fotosintatos acumulados en los bulbos, que acumulan carbohidratos a partir de los
organos 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
m?s™) y 90 g L™ de sacarosa (Hosseini et al., 2013). En bulbos de lilis ‘Siberia’ cultivados in vitro,
se reportd un incremento del didmetro del bulbo de 443.7% 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
comparacion 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).

Los bulbos de S. formosissima cultivados en la oscuridad desarrollaron en promedio dos raices de
0.8 cm de longitud de la raiz mas larga, en contraste los bubos de lilis ‘Siberia’ produjeron un mayor
ndmero de raices con mayor longitud por bulbo en estas condiciones, lo que permitié una mayor
absorcién de nutrientes del medio de cultivo y el incremento del tamafio del bulbo en la oscuridad.

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 decoloracién 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 uymol m-2 s-1, respectivamente (Cuadro 2).
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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 en hojas de S. formosissima
cultivada in vitro.

Intensidad de luz (umol m?s™) Clorofila a Clorofila b Clorofila total

(mg g™ peso fresco)

0 0.013 ¢ 0.006 ¢ 0.016 ¢

30 0.373b 0.106 bc 0.48 bc

60 0.523 ab 0.133 ab 0.656 ab

120 0.58 ab 0.133 ab 0.72 ab

130 0.713 a 0.21a 0.923a
DSH (0.05) 0.306 0.1 0.4

Medias con |etras iguales 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
concentracién de clorofila (principal pigmento asociado a la fotosintesis) esta 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 més alta.

También se ha documentado que las plantas expuestas a intensidad de luz alta pueden producir
concentraciones altas de clorofila y carotenoides como mecanismo de proteccion contra la
fotoxidaciéon (Alvarenga et al., 2015), ya que si el exceso de energia absorbida por el aparato
fotosintético no es disipado rapidamente puede resultar en fotoinhibicion y dafio en el centro de
reaccion fotosintética (Takahashi y Murata, 2008).

La acumulacién 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? s™ y en la que registraron la mayor concentracion
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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 pmol m?s™.

En contraste, la mayor acumulacién de biomasa en bulbos de S. formosissima con 130 pmol m™
s™ de luz probada en este experimento puede explicarse por el incremento en el nimero de hojas,
clorofila y fotosintesis que permitié movilizar y acumular en estos 6rganos una mayor cantidad de
fotosintatos generados en las hojas en comparacion de los bulbos en la oscuridad que obtuvieron
el carbono Unicamente de la sacarosa del medio o los bulbos con intensidades de luz mas baja
gue obtuvieron una menor cantidad de carbono mediante la fijacién de CO.,.

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 formosisima

La interaccién entre la concentracion enzimatica y el tiempo de digestion de almidén no fue
significativa (p< 0.05), aunque de forma independiente, el mayor grado de hidrélisis de almidén en
los bulbillos de S. formosissima se registr6 con 8 U de ambas enzimas, a-amilasa y
amiloglucosidasa, con 110.71 mg g* peso fresco y 24 h 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 almidén
en tejido vegetal con cuatro horas de incubacién a 37 °C.

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

La mezcla de ambas enzimas fue eficiente para la digestion del almidéon 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 almidon de maiz y papa donde se
probaron diferentes tiempos de digestion con amiloglucosidasa sola (14 U) y con las enzimas #-
amilasa y amiloglucosidasa juntas (25 y 14 U, respectivamente), la hidrolisis del almidon fue mas
rapida con ambas enzimas y a las 24 h casi todo el almidén del maiz fue hidrolizado a glucosa
mientras que un tercio del almidén de papa permanecié sin hidrolizar (Zhang et al., 2013).

En Lilium lancifolium se determiné el contenido de almidén en bulbos maduros y bulbillos recién
formados con 50 U de #-amilasa con un tiempo de digestiéon de 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 h. El
almidén de los bulbillos mostr6 menor resistencia a la digestibn con el porcentaje mayor de
almidon (40%) registrado a las 24 h comparado con bulbos en los que se registré cinco veces
menos almidén en este mismo tiempo.
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Estas variaciones de concentracién enzimatica y tiempo de digestion en la determinacion del
contenido de almiddn en tejido vegetal se deben a las diferencias en las caracteristicas de este
polisacarido, entre ellas el tamafio del granulo, la proporcién de amilosa y amilopectina y edad del
tejido (Yu et al., 2015).

En los bulbillos de Lilium lancifolium, el tamafio del granulo de almidén es pequefio, ademas tiene
una forma coéncava-convexa con orificios que lo proveen de una mayor relacién superficie-
volumen que hace més eficiente la digestiébn enzimatica en comparacion de los granulos de
almiddn 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).

Ademas, el grado de hidrolisis del almidén 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
reaccién enzimatica con #-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 érganos de reserva de Lilium lancifolium; Yu et al. (2015) sugieren que el
tamafio de los granulos de almidén en los bulbillos de S. formosissima propagados in vitro es
pequefio en este tejido joven, lo que permite una digestién del almidén mas eficiente en el
periodo de digestion mas prolongado de 24 h con 8 U de #-amilasa y amiloglucosidasa.

Carbohidratos no estructurales en hojas y bulbos

El contenido de almidén se incrementd 225, 221 y 251% en los bulbos que crecieron en 60,
120 y 130 pmol m? s™ de luz, respectivamente, en comparacién con los bulbos cultivados en la
oscuridad (Figura 4). La sintesis de carbohidratos de reserva, incluido el almidén, esta altamente
relacionada con la Gltima etapa en la formacién de érganos de almacenamiento en las plantas
gedfitas, que se caracteriza por el crecimiento de estos 6rganos (Podwyszynska, 2012) y el
almacenamiento de almidén en grandes cantidades, lo que asegura una fuente de carbono y
suministro de energia durante condiciones no favorables y una brotacion y crecimiento reproductivo
rapidos en condiciones ambientales favorables (Ranwala y Miller, 2008).
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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 no son estadis camente diferentes (Tukey, p< 0.05) con
diferencia significativa honesta (DSH) para azticares solubles totales= 33.06; azucares reductores= 3.3; sacarosa=
6.38; fructosa= 9.38 y almiddn= 68.96.

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” s™) 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 utilizarse como estrategia para incrementar el contenido de almidén y el
tamafio los bulbillos de S. formosissima obtenidos por esta técnica.

Conclusiones

A diferencia del crecimiento in vitro de otras especies de gedfitas bien caracterizadas, nuestros
resultados indican que emular las condiciones de oscuridad en las que se desarrollan normalmente
los bulbos no determina la movilizacién de carbohidratos a estos 6rganos en S. formosissima, lo
gue impacta en la disminuciéon de biomasa. En cambio, se observé que el desarrollo de tejidos
fotosintéticos en presencia de luz fue méas 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 almidon 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 érganos fotosintéticos y su transicion demanda-fuente.

Otros determinantes ademas de la luz, como la condicién 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 bulbificacién en S. formosissima.
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