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Micropropagacion de pitahaya (Hylocereus undatus) en Sistemas de Inmersion Temporal
Maria Cristina Martinez Arroyo, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2023
RESUMEN

La micropropagacion de pitahaya (Hylocereus undatus) es una alternativa para la obtencion de
plantulas rejuvenecidas con alta calidad genética y fitosanitaria. EIl objetivo de este estudio fue
evaluar diferentes sistemas de cultivo durante la multiplicacion in vitro y su efecto en la
supervivencia durante la etapa de aclimatizacion de H. undatus. Se utilizaron diferentes Sistemas
de Inmersion Temporal (SIT): Biorreactor de Inmersion Temporal (BIT), biorreactor de flujo y
reflujo, biorreactor RITA y medio de cultivo semisélido como tratamiento control. A los 60 d de
cultivo se evalué el porcentaje de respuesta de los explantes, variables de desarrollo,
determinacion de clorofila, caroteno, indice estomatico, porcentaje de estomas cerrados,
contenido de fosfoenolpiruvato (PEP), Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco)
y el porcentaje de supervivencia en la etapa de aclimatizacion en invernadero. Los sistemas de
cultivo con mayor porcentaje de respuesta fueron el medio de cultivo semisélido, los
biorreactores de flujo y reflujo y RITA. Los biorreactores de flujo y reflujo y RITA mostraron
el mayor numero de brotes con mayor longitud, mayor contenido de clorofila y carotenoides. El
sistema de cultivo en medio semisolido presentd el mayor indice estomatico; mientras que, en el
BIT se observd en mayor porcentaje de estomas cerrados. Los sistemas de cultivo en
biorreactores de flujo y reflujo y RITA mostraron el mayor contenido de PEP; mientras que, para
el contenido de Rubisco no se observaron diferencias en los diferentes sistemas de cultivo. Los
sistemas de cultivo en biorreactores de flujo y reflujo y RITA mostraron la mayor tasa de
supervivencia durante la aclimatizacion. La utilizacion de los biorreactores de flujo y reflujo y
RITA son una alternativa para la micropropagacion comercial de H. undatus y garantizan altos

porcentajes de supervivencia durante la aclimatizacion sin pasar por una fase de enraizamiento.



Palabras clave: Fotomixotrofismo, clorofila, caroteno, estomas, fosfoenolpiruvato, rubisco,

aclimatizacion



Micropropagation of pitahaya (Hylocereus undatus) in Temporary Immersion Systems
Maria Cristina Martinez Arroyo, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2023
SUMMARY

Pitahaya (Hylocereus undatus) micropropagation is an alternative for obtaining rejuvenated
seedlings with high genetic and phytosanitary quality. The aim of this study was to evaluate
different culture systems during in vitro multiplication and their effect on survival during the
acclimatization stage of H. undatus. Different Temporary Immersion Systems (TIS) were used:
temporary immersion bioreactors (TI1B), Ebb-and-Flow bioreactor, RITA bioreactor and semi-
solid culture medium as control treatment. At 60 d of culture, the percentage of explant response,
developmental variables, chlorophyll and carotene content, stomatal index, percentage of closed
stomata, PEP (Phosphoenolpyruvate) and Rubisco (Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase
oxygenase) content and the percentage of survival in the greenhouse acclimatization stage were
evaluated. The culture systems with the highest percentage of response were the semi-solid
culture medium, Ebb-and-Flow bioreactor and RITA bioreactor. The Ebb-and-Flow and RITA
bioreactors showed the highest number of shoots with the greatest length and highest chlorophyli
and carotenoid content. The semi-solid medium culture system showed the highest stomatal
index, while the TIB had the highest percentage of closed stomata. The Ebb-and-Flow and RITA
bioreactor culture systems showed the highest PEP content, whereas, for Rubisco content, no
differences were observed in the different culture systems. The Ebb-and-Flow and RITA
bioreactor culture systems showed the highest survival rate during acclimatization. The use of
Ebb-and-Flow and RITA bioreactors are an alternative for commercial micropropagation of H.
undatus and guarantee high survival rates during acclimatization without going through a rooting
phase.

Keywords: Photomixotrophism, chlorophyll, carotenoid, stomata, phosphoenolpyruvate,

rubisco, acclimatization
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1. INTRODUCCION

La pitahaya (Hylocereus undatus) conocida como “fruta del dragon” (Cactaceae), (Mercado-
Silva, 2018; Chu and Chang, 2022) es un cultivo agroalimentario apreciada por su apariencia
exotica y posee un alto valor nutricional ya que es una fuente de compuestos fendlicos, vitaminas
(B1, B2, B3, C, niacina, cobalamina y piridoxina) y minerales (calcio, potasio, fésforo, sodio,
hierro y zinc), ademas de tener capacidad antioxidante, gracias a compuestos bioactivos, como
flavonoides, y polifenoles (Angonese et al., 2021; Pasko et al., 2021; Roriz et al., 2022).

Los métodos convencionales de propagacion por esquejes no garantizan su calidad fitosanitaria
y las semillas presentan alta variabilidad genética debido a su polinizacion cruzada (Le Bellec et
al., 2006; Trivellini et al., 2020; Chu y Chang et al., 2022). El Cultivo de Tejidos Vegetales a
través de la micropropagacion es una alternativa para produccion masiva de plantulas de alta
calidad fitosanitaria; sin embargo, los métodos convencionales de esta técnica utilizan medios
de cultivo semisdlidos con bajos indices de multiplicacion, mayor tiempo de cultivo, dificultan
la semiautomatizacion e incrementan los costos de produccion (Bello-Bello et al., 2021). Los
sistemas de inmersion temporal (SIT) son una opcion que incrementa el coeficiente de
multiplicacién, disminuye el tiempo de cultivo y permite la semiautomatizacion debido a que
utilizan medio de cultivo liquido con bajo costo (Martinez-Estrada et al., 2019; Arigundam et
al., 2020; Hwang et al., 2022). El funcionamiento de los SIT se basa en el principio de
introduccién de células, tejidos u 6rganos que mantienen contacto directo con el medio liquido
y donde los explantes se encuentran expuestos a un volumen de medio liquido, un tiempo y
frecuencia de inmersion determinados (Arano-Avalos et al., 2020; Mancilla-Alvarez et al.,
2021). Existen varios modelos comerciales de SIT, algunos de ellos son el Biorreactor de
Inmersion Temporal (BIT®, Escalona et al., 1999), Recipientes de Inmersion Temporal
Automatizados (RITA®, Alvard et al., 1995) y el Ebb-and-Flow Bioreactor (Tisserat y
Vandercook 1985; Ducos et al., 2007). Los SIT mejoran la aireacion del explante, lo que reduce
la asfixia, a través de la renovacion de la atmosfera del recipiente de cultivo (Monja-Mio et al.,
2021). Por lo tanto, al utilizar SIT durante la micropropagacion se promueve la fotosintesis, la
respiracion, la sintesis de clorofila, y funcionamiento estomatico, que favorece el desarrollo
durante el proceso de aclimatizacion (Mancilla-Alvarez et al., 2021). La induccion de la
fotosintesis in vitro es también conocida como fotomixotrofismo. Este término se refiere a:
proceso donde las plantas son capaces de obtener energia metabodlica tanto de la fotosintesis
como del medio de cultivo. (Aragén et al., 2009; Pefate et al., 2007; Khoobkar y Amrei et al.,
2021).
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El objetivo de este estudio fue determinar la eficiencia de los diferentes biorreactores en
comparacion con el sistema de medio semisdlido sobre el fotomixotrofismo durante la etapa de

multiplicacion y su efecto en la aclimatizacion de H. undatus.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

1.1 Objetivo general:

Evaluar diferentes sistemas de cultivo durante la multiplicacion in vitro de pitahaya (Hylocereus

undatus).

1.2 Objetivos Especificos:

Evaluar el efecto del cultivo in vitro en medio semisolido, Biorreactor de Inmersion
Temporal (BIT), biorreactor de flujo y reflujo y biorreactor RITA sobre el porcentaje de
respuesta de los explantes, nimero y longitud de brotes de H. undatus en etapa de
multiplicacion in vitro.

Determinar el contenido de clorofila y carotenoides durante la multiplicacion in vitro de
H. undatus en los diferentes sistemas de cultivo.

Evaluar el indice estomético y el porcentaje de estomas cerrados en los diferentes
sistemas de cultivo durante la multiplicacion in vitro de H. undatus.

Determinar el contenido de fosfoenolpiruvato (PEP) vy ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) durante la multiplicacién in vitro de H. undatus.
Evaluar el porcentaje de supervivencia de brotes durante la aclimatizacion en invernadero

de H. undatus obtenidos en los diferentes sistemas de cultivo.
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1.3 Hipotesis

El uso de los diferentes sistemas de cultivo tiene efecto sobre la micropropagacion y porcentaje
de supervivencia de pitahaya (Hylocereus undatus), lo que nos permitira establecer un sistema

eficiente para la propagacion in vitro de este importante cultivo agroalimentario.
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3. MARCO TEORICO
3.1 La pitahaya (Hylocereus undatus)

La pitahaya (Hylocereus undatus) se conoce con diferentes nombres como fruta del dragon, pera
de fresa, reina de la noche, Cereus de floracion nocturna, bella de la noche, Thang, etc. La planta
de pitahaya es una cactacea perenne, hemiepifita y trepadora. Los frutos se caracterizan por sus
Ilamativos colores, escamas de gran tamafio y presencia de raices aéreas, ademas, contienen unas
estructuras conocidas como areolas que nacen de las costillas que originan espinas y los botones
florales (Kishore, 2016). La floracidn de pitahayas es en verano durante la temporada de lluvias,
de cuatro a siete ciclos de floracion durante un periodo de ocho meses, son grandes, de forma
acampanadas, tubulares, hermafroditas, blancas o rosadas, miden de 20 a 35 cm de largo y 34
cm de didmetro, con antesis nocturna (Osuna-Enciso et al., 2016).

Segun Mizrahi et al. (2002) y Jiang et al. (2012) los H. undatus requiere de largos dias para
florecer y en otros paises; como en Israel se obtienen hasta ocho ciclos de floracion por estacion
y en algunas especies florecen continuamente. Los frutos de H. undatus tienen piel roja y pulpa
blanca firme con semillas pequefias de color negro, su sabor es agridulce de un suave y delicado
aroma, su propagacion es mediante semillas, esquejes o micropropagacion (Balendres y Bengoa,
2019; Jalgaonkar et al., 2020). Este cactus trepador puede fructificar después de un afio con una

gran productividad, y su vida Gtil puede durar alrededor de 20 afios (Tien et al., 2022).

3.1.1 Descripcién taxonomia de la pitahaya

La fruta del dragon es miembro del orden de las angiospermas Caryophyllales y la familia
Cactaceae, que comprende alrededor de 125-130 géneros y 1400-1500 especiesLa mayoria de
las especies son conocidas por sus cualidades ornamentales, sin embargo, cerca de 250 especies
son conocidas por su valor fruticola (Kishore, 2016; Chen et al., 2021). Nizamlioglu et al.,
(2021), menciona la siguiente clasificacion taxonomica de la pitahaya (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Hylocereus undatus.

Reino Plantae

Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta
Superdivision Embriofita
Division Tracheophytina
Subdivision Spermatophytina
Clase Magnoliopsida
Superorden Caryophyllanae
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Género Hylocereus
Especie Hylocereus undatus (Haw.)

3.1.2 Origen y distribucion

La pitahaya, perteneciente a la familia Cactaceae es una fruta tropical nativa de América Central
y México (Bello-Bello et al., 2021; Shyamalagowri et al., 2022). Durante la década de 1990, el
fruto fue domesticado originalmente por las culturas pre-colombinas, era recolectado de forma
silvestre para su alimentacién y como medicamento (Le Bellec y Vaillant, 2011). Esta fruta es
cultivada en habitats tropicales y subtropicales, principalmente en Taiwan, Tailandia, Camboya,
Filipinas, Israel, México y Vietnam (Balendres y Bengoa, 2019).

En su estudio Garcia-Rubio et al. (2015) mencionan que las principales especies cultivas de
pitahaya en México se distribuyen en Altiplano Mexicano, Baja California, California, Chiapas,
Costa del Golfo y del Pacifico, Durango, Tamaulipas y San Luis Potosi. La especie cultivada
que predomina es H. undatus (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de las principales especies cultivadas de pitahaya por provincias

biogeograficas en México.

Actualmente, es una especie exdtica de piel roja rica en antioxidantes con actividad
hipocolesterolémicas y citotoxicas. La fruta del dragdn es adaptable a diversos entornos ya puede
tolerar estrés abidtico (sequia y altas temperaturas), lo que hacen que esta planta comestible sea
prometedora para la agricultura (Santos et al., 2020; Pasko et al., 2021).

3.1.3 Importancia del cultivo

El aumento de la diversidad gastrondmica exige una demanda de consumo de frutas tradicionales
y raras que proporcionan nuevos sabores, aromas Yy colores al consumidor. La familia de las
cactaceas ofrece varios frutos comestibles que se consumen en fresco con alto valor comercial
(Balois-Morales et al.,2013).

La pitahaya tiene un gran potencial como nuevo cultivo debido a su poco consumo de agua y
adaptabilidad a altas temperaturas presentes en invernadero. Ademas, el mercado muestra una
creciente demanda de frutas exdticas nuevas y saludables. Actualmente, el fruto de pitahaya es

importante para los productores y consumidores, ya que se considera una “superfood”, debido a
18



su calidad, color, sabor y aroma. La importancia en la industria alimentaria es el consumo en
fresco o procesada en jugo, jaleas, mermeladas, vinos y bebidas (Attar et al., 2022).

La fruta del dragon tiene potentes propiedades para la salud y un destacado valor nutricional
debido a su riqueza en polifenoles, vitaminas, azlcares, aminoacidos y pigmentos betalainas.
Ademas, la pitahaya contiene acidos grasos insaturados (linoleico y linolénico) con aplicaciones
cosméticas y en preparaciones terapéuticas (Al-Mekhlafi et al., 2021).

Los estudios sobre la fruta de dragdn se han centrado principalmente en su cascara y pulpa. Sin
embargo, existen pocos estudios sobre sus semillas (Nizamlioglu et al., 2021). En un trabajo por
Khalili et al. (2009) reportaron los minerales primarios existentes en pitahaya roja son Ca, P,
Mg, Na, K, Fe, Zny Cu.

Ademas, investigaciones recientes indican que los frutos y otras partes botanicas de la fruta del
dragon tienen un gran potencial como colorantes naturales y en la sintesis de nanoparticulas (de
Araujo et al., 2021). Otra aplicacién en la industria, es la utilizacion de la biomasa residual de la
cascara del fruto para eliminar el colorante amarillo de metanilo (MY) de las aguas coloreadas
(Georgin et al., 2021).

La creciente popularidad del concepto de alimento funcional atrae la atencion de investigadores
en el estudio de especies como la pitahaya que se ha convertido en un producto agricola popular,
debido a su alto valor nutricional. Por lo que, la implementacion de técnicas biotecnoldgicas para
aumentar el rendimiento de especies de importancia economia es fundamental (Nizamlioglu et

al., 2021). Una de las técnicas biotecnoldgica se encuentra el Cultivo de Tejidos Vegetales.

3.4 Cultivo de Tejidos Vegetales

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) es una rama de la Biotecnologia Vegetal que consiste en
un conjunto de técnicas que permiten el establecimiento, mantenimiento, manipulacion y
desarrollo de cualquier parte de una planta, desde una célula hasta un organismo completo, bajo
condiciones artificiales, axénicas y controladas (Phillips y Garda, 2019). Estas técnicas
biotecnoldgicas se fundamentan a partir de la teoria celular mediante la totipotencia como
potencial de una célula vegetal para generar un organismo completo (Fehér, 2019; Bednarek y
Orlowska, 2020).

La tecnologia CTV ofrece la ventaja de propagacion confiable para la obtencion de biomasa libre
de contaminantes (plagas y enfermedades) en un corto periodo de tiempo (Georgiev et al., 2018).

Ofrece también, la micropropagacion de plantas en amenaza o en peligro de extincion que son

19



dificiles de propagar mediante técnicas convencionales o con tasas de propagacion lenta.
Ademas, la técnica requiere de pequefias cantidades de material vegetal de la planta donante, lo
que permite la propagacion masiva con escaso impacto en habitats silvestres (Coelho et al.,
2020).

3.4.1 Micropropagacion

La micropropagacion o propagacion in vitro es una de las aplicaciones actuales del CTV, explota
la propiedad fundamental de las células vegetales para la rapida multiplicacion masiva de
genotipos de élite a gran escala en un corto periodo de tiempo (Loyola-Vargas y Ochoa-Alegjo,
2018; Soumare et al., 2021).

La técnica implica el cultivo aséptico de explantes de tejidos y 6rganos en recipientes cerrados
utilizando medios de cultivo definidos en condiciones controladas. Actualmente, la
micropropagacion ofrece la ventaja de aumentar la produccion de cultivos de importancia
agroalimentaria, reemplazando los métodos tradicionales de corte, injerto y division (Debnath et
al., 2020).

La micropropagacion juega un papel muy importante en la agricultura, la horticultura y en la
industria a través de la produccion de plantulas sanas durante todo el afio y la reduccion del ciclo
vegetal. Ademas, este junto de técnicas favorecen la conservacion de los recursos fitogenéticos,
la mejora de cultivos y la propagacion de nuevas variedades a partir de la variacién somaclonal
y la manipulacion genética (Soumare et al., 2021).

Dentro de las etapas de la micropropagacion se encuentra la seleccién de la planta madre,
establecimiento, multiplicacion in vitro, elongacion y enraizamiento, finalmente Ila
aclimatizacion (Bhojwani y Dantu, 2013). La multiplicacion in vitro es una de las etapas mas
importante dentro de la micropropagacion, donde se determina la eficiencia y el costo de
produccion. La propagacion convencional en medio semisolido involucra altos costos de
produccidn causados principalmente por la mano de obra, el uso de agentes gelificantes y la falta
de automatizacion (Estrada-Martinez et al., 2019; Monja-Mio et al., 2021; Correa-Hernandez et
al., 2022).

Una alternativa son losr sistemas automatizados conocidos como Sistemas de Inmersion
Temporal (SIT), que disminuyen los costos, aumentan las tasas de multiplicacion de los

explantes y reducen la manipulacion, disminuyendo la contaminacion (De Carlo et al., 2021).
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3.5 Sistemas de Inmersion Temporal

Los SIT son biorreactores semiautomaticos disefiados para la micropropagacion masiva de
tejidos, embriones u 6rganos mediante el principio de inmersion temporal, donde los explantes
estan en contacto con el medio de cultivo liquido que facilita una mayor absorcion de
nutrimentos, ya que el medio de cultivo cubre los explantes durante un tiempo determinado y
permite una renovacion del ambiente dentro del recipiente, lo que reduce la hiperhidricidad
(Bello-Bello et al., 2021; Monja-Mio et al., 2021; Hwang et al., 2022). Por lo que, el éxito de
los SIT esté determinado por el tiempo de inmersion, la frecuencia y el volumen de medio liquido
por explante (Martinez-Estrada et al., 2019).

La micropropagacion comercial en los SIT utilizando medio liquido tiene una serie de ventajas
sobre el uso de medio gelificado ya que reduce los costos de produccion de un gran nimero de
importantes cultivos agroalimentarios, ademéas los medios se pueden renovar facilmente sin
cambiar el contenedor (Regueira et al., 2018; Correa-Hernandez et al., 2022).

La fisiologia,el crecimiento y desarrollo de las plantulas micropropagadas puede estar
influenciado por el disefio de los modelos, entre las caracteristicas se puede encontrar: el tamafio
del recipiente, el tipo del soporte del cultivo, inmersion computarizada o de un temporizador
simple, uso de bomba peristaltica 0 movimiento mecéanico para desplazar el liquido, medio
reciclado, tanque del medio separado o incorporado en el contenedor de cultivo (Carvalho et al.,
2019; Bello-Bello et al., 2019).

Durante la propagacion comercial

Los SIT son una alternativa para la propagacién comercial y para la mejora del rendimiento
logrando una produccién de alta calidad que reduce el impacto al medio ambiente, ademas, se
obtienen brotes vigorosos, en cuanto a longitud, peso y sistema radical (Galan et al., 2018;
Trentini et al., 2021).

Entre los diferentes disefios de SIT, se encuentra el biorreactor MATIS® (Etienne et al., 2013),
biorreactor SETIS ™ (Vervit, 2020), biorreactor de flujo y reflujo (Ducos et al., 2007),
Recipiente de Inmersion Temporal Automatizado (RITA®) (Alvard et al. 1993) y el Biorreactor

de Inmersion Temporal (BIT) (Escalona et al. 1999).
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3.5.1 Biorreactor de Inmersion Temporal

El Biorreactor de Inmersion Temoral (BIT) o biorreactores de frascos gemelos han demostrado
su aplicacién en la micropropagacion ya que mejora el crecimiento de las plantulas y reduce la
mano de obra. Ademas, los BIT funcionan aprovechando los efectos de un medio liquido sobre
el cultivo y muestran ventajas en relacion con otros sistemas debido a la amplia disponibilidad
de componentes, diferente capacidad y facil montaje (Georgiev et al., 2014; Leyva-Ovalle et al.,
2020; Lu y Merkle, 2021).

El disefio ofrece la ventaja de Ilevar a cabo tres fases in vitro: la multiplicacion, elongacion y
enraizamiento, con la ventaja de cambiar el medio en uno de los contenedores (Loyola-Gonzalez
etal., 2019).

Los BIT estan compuestos por dos frascos de vidrio transparente (Figura 2): uno de los frascos
es para los explantes y el otro es para el depdsito de medio de cultivo liquido. Los dos frascos
estan conectados entre si con tubos de silicon. En ambos frascos el flujo de aire se esteriliza
atravezando unos filtros hidrofobos. La presion del compresor de aire, empuja el medio de
cultivo de un recipiente a otro para bafiar los explantes o brotes completemente. El flujo de aire
se invierte para retirar el medio de cultivo del recipiente que contiene los explantes. Las valvulas
solenoide de tres vias controlan la operacién de encendido/apagado y los temporizadores
electronicos controlan la frecuencia y la duracion del periodo de inmersion y (Rivero et al.,
2018).
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Figura 2. Funcionamiento del Biorreactor de Inmersion Temporal. a) Los explantes y el medio
liquido se encuentran independientemente, b) EI medio de cultivo pasa al frasco que contiene los
explantes, ¢) Después de un periodo de tiempo el medio de cultivo regresa a tu frasco original
(Escalona et al., 2003).

3.5.2 Biorreactor de flujo y reflujo

Los biorreactores de flujo y reflujo podrian describirse como un sistema simplificado de
modificacion de los sistemas BIT. El sistema consiste de dos recipientes (Figura 3): un recipiente
que funciona como una cdmara de cultivo que contendrd un soporte de poliuretano para los
explantes y un recipiente que funciona para el almacenamiento del medio lo que le brinda la
ventaja de una construccion fiable y sencilla. El soporte de poliuretano mantiene suficiente
humedad (85% a 90%) durante la exposicion. El sistema funciona por una diferencia de
presiones que entra dentro del frasco que contiene el medio, el medio gracias a la presion, sube
al frasco que contiene los explantes por un tiempo determinado y regresa a su origen por
gravedad (Georgiev et al., 2014).

Se hareportado el uso de estos sistemas para cultivos como anturio (Anthurium andreanum Lind)
(Martinez-Estrada et al., 2019), pitahaya (Hylocereus undatus) (Bello-Bello et al., 2021) y agave

(Agave potatorum Zucc.) (Correa-Hernandez et al., 2022) entre otros.
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Figura 3. Funcionamiento del sistema de biorreactor de flujo y reflujo. a) Fase de espera, b)
periodo c) drenado por gravedad, d) periodo de suministro de aire (Correa-Hernandez et al.,
2022).
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3.5.3 Recipiente para Inmersion Temporal Automatizada

El Recipiente para Inmersion Temporal Automatizada (RITA) (Figura 4) es un SIT que se
conforma de un solo recipiente de polipropileno de 1 L, con dos de compartimentos, separados
por un soporte con mallay un tubo de plastico, montado en su centro, el compartimento superior
contendra el material vegetal y el compartimento inferior contendra el medio liquido, cabe
mencionar, que es un sistema de alto costo y capacidad limitada comparado con otros disefios
(Georgiev et al., 2014; Ramirez-Mosqueda et al., 2019).

El sistema RITA® funciona cuando la presion de aire es suministrar al compartimento inferior y
ésta empuja el medio hacia el compartimento superior. EI material vegetal en el compartimento
superior es sumergido mientras se aplica la presion. Durante el tiempo de inmersion, se burbujea
aire, agitando suavemente los tejidos y renovando la atmdsfera del espacio de cabeza dentro del
recipiente de cultivo, con la presion escapando a través de las salidas en la parte superior del
aparato (Lu y Merkle, 2021).

El biorreactor RITA® ofrece la ventaja de ser un recipiente compacto para funcionamiento,
mantiene una humedad relativa con separacion del material vegetal del medio de cultivo liquido.
Todas las piezas estan conectados entre si y pueden ser manipulados como una sola, esto facilita
el manejo de los explantes o brotes, no obstante, una de las desventajas es no poder renovar el
medio nutritivo (Georgiev et al., 2014; Ramirez-Mosqueda et al., 2016). Este sistema ha sido
utilizado durante la micropropagacién de otras especies como vainilla (Vanilla planifolia Jacks
ex Andrew) (Ramirez-Mosqueda et al., 2016), anturio (Anthurium andreanum L.) (Alamilla-

Magafa et al., 2019), campanilla de primavera (Leucojum aestivum L.) (Ptak et al., 2020).
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Figura 1. Disefio tecnologico y principio de funcionamiento del sistema RITA®. a) Periodo de
exposicion, b) dislocacion del medio liquido, c¢) periodo de inmersion, d) drenar el nutriente
medio (Georgiev et al., 2014).

Los SIT se han convertido en la actualidad en una de las herramientas mas empleadas para la
micropropagacion de plantas a gran escala (Ruta et al., 2020). Ademas, se ha informado que SIT
facilita las condiciones fotomixotroficas y promueve procesos fisiolégicos como el

funcionamiento estomatal y sintesis de clorofila (Correa-Hernandez et al., 2022).

3.6 Fotosintesis

Los informes sobre la evaluacion fotosintética de plantas in vitro es poca, sin embargo, evaluar
la tasa fotosintética es importante ya que las plantas dependen de la fotosintesis para absorber la
energia de la luz y obtener carbono, durante su desarrollo (Neumann et al., 2020). De manera
general, las plantas cultivadas en medio semisolido mantienen un microambiente en los
contenedores de cultivo que es diferente al ambiente ex vitro en el que normalmente crecen las
plantas (Askari et al., 2022).

La técnica de propagacion in vitro se caracteriza por ser heterétrofa, donde su principal fuente
de energia es agregar al medio azlcares. EI microambiente del cultivo in vitro convencional
(medio semisolido) consiste en recipientes cerrados, con alta humedad relativa, con reducido
intercambio gaseoso y condiciones artificiales de temperatura y luminosidad controladas

(Rodrigues et al., 2014). Por lo que, dentro de los contenedores pueden ocurrir grandes
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variaciones en la acumulacion de CO: y etileno a lo largo del dia (Martins et al., 2015; Martins
et al., 2020).

En general, la baja concentracion de CO> junto con la baja intensidad de la luz es perjudicial,
debido a la falta de aceptores en la cadena de transporte de electrones fotosintéticos,
restringiendo la fotosintesis (Askari et al., 2022).

El método de ventilacion natural se describe principalmente como un intercambio de aire, sin
embargo, en la micropropagacion convencional se estimula una diferencia de presion parcial en
el vapor de agua y aire, ya que la diferencia de presion del aire entre el interior y el exterior del
recipiente es causado por la corriente de aire que rodea al recipiente, lo que es necesario el uso
de recipientes con tapas que generen un intercambios gaseosos, sin incidir en la contaminacion
de los medios de cultivo (Galan et al., 2018; Nguyen et al., 2020).

Aragon et al. (2010) y Galan et al. (2018) sefialan que el intercambio de gas que ocurre durante
la inmersion puede provocar una mejora en la actividad fotosintética. Esto se debe a que el uso
de los biorreactores permite un mayor flujo de O,, CO; y etileno, provocando que las brotes o

plantulas in vitro mejoren su capacidad fotomixotrofica.

3.7 Fotomixotrofismo

Las plantas mixotréficas combinan el metabolismo autétrofo con el metabolismo heterdtrofo,
oxidando la fuente reducida de carbono disponible en el medio (Bhojwani y Dantu, 2013;
Cecchin et al., 2018).

Durante la micropropagacion de plantas, el fotomixotrofismo es un sistema metabolismo
mixotrofico, que se debe principalmente a la alta concentracion de sacarosa en el medio de
cultivo y a la alta humedad relativa en recipientes herméticamente cerrados sin intercambio de
gases (Sevcikova et al., 2019). Por lo que, en el sistema convencional, existe una acumulacion
de etileno y otros gases volatiles dentro de los matraces, reduciendo el CO2 y la disminucion del
flujo de fotones fotosintéticamente activos, 1o que puede limitar la fotosintesis en su conjunto.
Como consecuencia, las tasas de crecimiento y desarrollo disminuyen, lo que genera pérdidas
considerables debido a la mortalidad de las plantas durante la aclimatacién (Pinheiro et al.,
2021).

Las condiciones fotomixotroficas durante la propagacion in vitro puede deberse no sélo a los
azucares como fuente de carbono, se puede llegar a este sistema suministrando CO- a recipientes
con filtros que permiten el libre intercambio de gases, o incluso usando una atmosfera

enriquecida con CO> (Hoang et al. 2017). En comparacion con las condiciones heterotrofas, se
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ha demostrado que el uso de cultivos in vitro en condiciones fotomixotroficas proporciona una
mejor formacion de raices, menos trastornos fisioldgicos y altas tasas de crecimiento después de

la fase de aclimatacion (Martins et al., 2020).
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4.1 Estrategia experimental

4. MATERIALES Y METODOS

MICROPROPAGACION DE PITAHAYA

(Hylocereus undatus)

Establecimiento y
multiplicacion 7nvitro en medio
semisolido

Propagacion in vitro
en diferentes sistemas
de cultivo

Medio
semisolido

BIT Biorreactor
de flujo y
reflujo

RITA

Evaluacion de diferentes variables

» Longitud de
brotes
+ Numero de
brotes
* Supervivencia

* Indice estomatico
y porcentaje de
estomas cerrados

« Contenido de
clorofila
* Contenido de
carotenoides
* Contenido de
fosfoentolpiruvato
v Rubisco

Aclimatizacion

Analisis estadistico

Protocolo para la micropropagacion
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Figura 5. Estrategia experimental. Poner otro titulo
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4.2 Material vegetal

Se recolectaron esquejes con areolas de pitahaya (Hylocereus undatus cv. White) de 40-50 cm
de largo en la ciudad Guanajuato, México (20° 06' 33.1" N 101° 12' 00.3" W). Estos fueron
colocados en macetas en condiciones de invernadero para su cuarentena y se trataron cada 15
dias con 2 g L™! de bactericida (Agri-mycin, Pfzer, N. Y., USA) y 3 g L™! de fungicida (Captan-
ultra®, Arysta Life Science México S.A. de C.V. Coah., MX.) Después de 2 meses, se
recolectaron nuevos brotes que fueron lavados con agua corriente y jabédn liquido (Axion
Complete®, Mission Hills, S.A. de C.V., San José de Iturbide, Gto., MX.). Posteriormente, se
seccionaron microesquejes de 3 cm de largo y se sumergieron en una solucion con 2 mL L™! de
sales de amonio cuaternario (Beta Quat 4™, BETA, Gto., MX) durante 25 min, Seguido de cuatro
enjuagues con agua destilada. Los microcortes se llevaron a una campana de flujo laminar y se
sumergieron en etanol al 70% durante 30 s, seguido de tres enjuagues con agua destilada estéril.
Finalmente, con la ayuda de un bisturi, los brotes se seccionaron en forma triangular y se
cultivaron en medio MS (%) (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 30 g L™! de sacarosa,
2 mg L' de 6-bencilaminopurina (BAP, Sigma-Aldrich® Chemical Company, St. Louis, MO,
USA) y 1 mg L' de &cido indol-3-butirico (IBA, Sigma-Aldrich®), esto de acuerdo a Bello-
Bello et al, (2021). EI pH del medio de cultivo se ajusté a 5.8+ 0.1 con hidréxido de sodio
(NaOH) al 0.1 N, el medio de cultivo se solidifico con 0.55% (p/v) de Agar (Plant TC
phytoteclab, Shawnee Mission, KS, USA). Se llevé a la autoclave a 121 °C y 115 kPa durante
30 min. Los cultivos se incubaron a 24 + 2 °C y un fotoperiodo de 16 h de luz, con l&mparas de

luz blanca de entre 40 - 50 umol m 2 s! de irradiancia luminica.
4.3 Multiplicacion in vitro

Para la multiplicacion in vitro se utilizo el medio de cultivo semisolido MS, suplementado con
30 g L ! de sacarosay 2 mg L' de BAP (Sigma-Aldrich®). El medio de cultivo fue ajustado a
un pH de 5.8 con 0.1 N de NaOH y se agregd 0.55% (p/v) de Agar (Plant TC phytoteclab,
Shawnee Mission). Las condiciones de esterilizacién e incubacion del cultivo fueron las mismas

descritas anteriormente.

4.4 Evaluacion de los diferentes sistemas de cultivo

Después de 40 dias en multiplicacion con medio MS, los brotes generados en la etapa anterior

fueron utilizados como explantes para la evaluacion de los diferentes sistemas de multiplicacion:
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convencional en medio semisélido y medio liquido en los tres diferentes SIT (BIT, biorreactor
de flujo y reflujo y RITA). Se utiliz6 el medio de multiplicacidén antes mencionado. Se utilizaron
frascos con 1 L de capacidad para el biorreactor de flujo y reflujo y BIT, cada uno con 10
explantes y en el RITA se utilizaron 5 explantes debido a su capacidad. Los explantes consisten
en dos brotes unidos de la base con longitud de 2 cm. Para los biorreactores de flujo y reflujo y
BIT se utilizaron 500 mL de medio de cultivo a razén de 50 mL por explante, y para el RITA
250 mL de medio de cultivo. El tiempo de inmersion fue de 2 min cada 8 h. Para cada sistema

se realizaron por triplicado con las condiciones de incubacion descritas anteriormente.
4.5 Efecto del sistema de cultivo en generacion de brotes

Después de 60 dias en multiplicacién, los brotes generados fueron utilizados como explantes
para la evaluacion de los sistemas de multiplicacion convencional en medio semisélido y medio
liquido en diferentes SIT (BIT, biorreactor de flujo y reflujo y RITA). Todos los experimentos
se condujeron en igualdad de condicién. Se utiliz6 el medio de multiplicacion antes mencionado.
Para sistema semisolido, el biorreactor de flujo y reflujo y BIT, se utilizaron frascos con
capacidad de 1 L con 10 explantes cada uno, manteniendo 100 mL de volumen de espacio de
cabeza por explante. En el RITA se utilizaron 5 explantes para mantener la proporcion de 50 mL
de medio de cultivo y 100 mL de volumen de espacio de cabeza por explante. Los explantes
consisten en dos brotes unidos de la base con longitud de 2 cm. El tiempo de inmersion fue de 2
min cada 8 h.
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4.6 Determinacion de clorofila y carotenoides

El contenido de clorofila se determin6 segin Harborne (1973). Para todos los experimentos se
utilizaron 0,2 g de materia fresca y se macerd con acetona al 80%. Las muestras se almacenaron
a una temperatura de -4 °C durante 24 h. La mezcla se ajusto a 6,25 mL con acetona al 80% y se
filtré con papel. Finalmente, las muestras se midieron las absorbancias en un espectrofotometro
(Genesys 10S, Thermo Scientific, MA, USA) a 663 y 645 nm para la clorofila a y b,
respectivamente. La determinacion de clorofilas se calculd utilizando la siguiente formulas:
Chla=([(12.7 x Aes3) — (2.59 x Asss)] (V)) / (1000 x W)

Chl b = ([(22.9 X Aesss) — (4.70 x Agss)] (V) / (1000 x W) y Total Chl (C) = ([(8.20 X Ass3) —
(20.2 x Agss)] (V) / (1000 x W)

Chl Total = [[(8.20%Ass3) —(20.20% Aeass)] (V)]/(1000xW)

Donde:

Ase3 Y Asss = absorbancia

V = volumen de graduacién en mL™!

W = peso de la muestraen g

1000 = factor de conversion.

El contenido de carotenoides se calculé6 mediante la siguiente formula:
C=As0xMx1000/¢x3

Donde:

A = Absorcion determinada a la longitud de onda de 450 nm

M = masa molecular de p-caroteno = 537 g~ mol

& = coeficiente de extincion molar del -caroteno en acetona (140663 I~ mol cm) de acuerdo con
Biehler et al. (2010)

d = trayectoria dptica (cm)
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4.7 Determinacion de la actividad de fosfoenolpiruvato

Para la determinacion de fosfoenolpiruvato (PEP), utilice un kit de ensayo
colorimétrico/fluorométrico (MAK102, Sigma-Aldrich®). Se congelaron 50 mg de tejido de
hojas en hielo seco/solucion de metanol y luego se pulverizaron a fondo con mortero y mano.
Luego, se centrifugd a 12.000 x g durante 3 min. para eliminar el material insoluble. Todas las
muestras se ajustaron a un volumen final de 50 pl con tampon de ensayo PEP. Finalmente, se
afiadieron 50 pL de la mezcla de reaccion adecuada a cada uno de los pocillos y se incubaron
durante 60 min. a temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 570 nm en un
espectrofotometro (Genesys 10S). La concentracién de PEP se calculd utilizando la siguiente
férmula: Sa/Sv=C

Sa = Cantidad de PEP en la muestra desconocida (nmol) de la curva estandar
Sv = Volumen de muestra (uL) agregado al pocillo de reaccién

C = Concentracion de PEP en la muestra

4.8 Determinacion de la actividad ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa

Para la determinacion de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) (Plant Rubisco
ELISA Kit, NOVUSBIO®), se afiadio 1 mL de Buffer de extraccion a 200 mg de tejido foliar
fresco y se tritur6 con mortero. Luego, se transfirié a un vial Eppendorf y se mantuvo a 4°C
durante 30 min. Se centrifugd durante 10 min a 5000 rpm y se recogio el sobrenadante para la
prueba. Luego, se agregaron 50 pl de Anticuerpo (1X) a cada pocillo. Se mezcl6 bien y se incubd
durante 60 min a 37 °C. Cada pozo fue aspirado y lavado. Después, se agregaron 100 ul de
conjugado de HRP (1x) a cada pocillo. Luego, se mezcld bien y se incub6 durante 60 min. a 37
°C. A cada pocillo se afiadieron 90 pl de sustrato TMB, se mezclo6 bien y se incubd durante 20
min. a 37 °C. Posteriormente, se agregaron 50 ul de solucién de parada a cada pocillo. La
absorbancia se midié a 570 nm en un espectrofotometro (Genesys 10S). La cuantificacion se

realizd6 mediante una curva de calibracion con estandar Rubisco.

4.9 Indice estomatico y porcentaje de estomas cerrados

Se evalud indice estomatico (IE) y porcentaje de estomas cerrados (EC) en muestras de la tercera
hoja del apice caulinar en los diferentes sistemas de cultivo. El IE se estimd utilizando el método

descrito por Xu et al. (2008). Se utiliz6 el envés de las hojas desarrolladas. Las muestras se
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observaron bajo un microscopio (M5LCD Velab, Co., Pharr, TX, USA.). El IE se calculd
mediante la formula: IE = [NE/ (EC + NE)] x 100

donde: IE = indice estomético, NE = nimero de estomas, EC = nimero de células epidérmicas.
El porcentaje de estomas cerrados se calcul6 utilizando la siguiente férmula: % EC = (EC x 100)
INE

donde: EC: estomas cerrados y NE: numero de estomas.

4.10 Disefio experimental y andlisis de datos

Todos los experimentos se realizaron con un disefio completamente al azar y replicados tres
veces. En todos los tratamientos se evalué el nimero y longitud de brotes por explante.
Adicionalmente, se determin6 el contenido de clorofilas, carotenoides, indice estomatico,
estomas cerrados, PEP y Rubisco a los 60 dias de cultivo. Se realiz6 un andlisis de varianza
seguido de una prueba de Tukey (p < 0.05) mediante el software estadistico SPSS (version 22
de Windows). Previo al analisis estadistico, los porcentajes de respuesta y supervivencia fuero
trasformados con la formula Y=arcsen (V(x/100)), donde x es el valor del porcentaje. El

porcentaje de supervivencia durante la aclimatizacion fue evaluado a los 30 dias.
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5. RESULTADOS

5.1 Efectos de los sistemas de cultivo en la multiplicacion in vitro

Al evaluar los diferentes sistemas de cultivo sobre la multiplicacién in vitro se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de respuesta, nimero y longitud de brotes (Tabla 2).
La mayor respuesta de los explantes durante la multiplicacion se observo en el medio semisolido
e inmersion temporal en biorreactor de flujo y reflujo y RITA, con 96, 93 y 90 % de respuesta a
la morfogénesis; mientras que, el menor porcentaje de respuesta se observd en el biorreactor
BIT, con 46% de respuesta. Respecto al niumero de brotes por explante, la mayor cantidad de
brotes se observd en el biorreactor de flujo y reflujo y RITA, con 8.55 y 9 brotes por explante;
mientras que la menor cantidad de brotes generados fue en medio semisoélido, con 4.59 brotes
por explante. Para la variable longitud de brote, los brotes de mayor altura se observaron en los
biorreactores de flujo y reflujo y RITA, con 1.62 y 1.71 cm de longitud; mientras que, los brotes

de menor tamafio fueron observaron en el BIT, con 1.21 cm de longitud (Figura 6).

Tabla 2. Efectos de los sistemas de cultivo en multiplicacion in vitro y el porcentaje de
supervivencia en pitahaya (Hylocereus undatus) durante la aclimatizacion.

Sisterna de cultivo Respuesta No. de brotes/  Long. de brote  Supervivenci
(%) explante (cm) a (%)

Semisdlido 96.66+3.33a 4.59+0.22¢c 2.50£0.09ab 92.00+3.51b

BIT 46.66+3.33b 6.40£0.37b 2.21+0.11b 30.00+5.77c¢

i}?&;‘f}aﬁor de flujo ¥ g3334333a 05560258 262:008a  99.60+0.33a

RITA® 90.00+5.77a 9.00+0.40a 2.71+£0.13a 99.66+0.33a

Los valores representan la media £ error estandar. Medias con letras iguales no son
estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05). BIT: Biorreactor de Inmersion Temporal;
biorreactor RITA®: Recipiente de Inmersion Temporal Automatizado.
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Figura 6. Efecto del sistema de cultivo en multiplicacion in vitro de pitahaya (Hylocereus
undatus). a) Cultivo semisoélido, b) biorreactor de inmersion temporal, c) biorreactor de flujo y
reflujo y c) biorreactor RITA.

5.2 Contenido de clorofilas y caroteno

Los contenidos de clorofilas (a, b y total) y carotenoides mostraron diferencias significativas
entre los diferentes sistemas de cultivo evaluados (Figura 8). Los mayores contenidos de clorofila
a se observaron los biorreactores de flujo y reflujo y RITA, con 0.17 y 0.16 mg g! PF,
respectivamente; mientras que, el menor contenido de clorofila a se observé en el BIT con 0.06
mg ¢! PF. Para la clorofila b, los mayores contenidos se observaron en medio semisélido,
biorreactores de flujo y reflujo y RITA, con 0.10, 0.12 y 0.12 mg g ! PF, respectivamente;
mientras que el menor contenido de clorofila b se obtuvo en el BIT, con 0.07 mg g~! PF. Respecto
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a la clorofila total, los mayores contenidos se observaron en los biorreactores de flujo y reflujo
y RITA, con 0.30 y 0.28 mg g~' PF; mientras que el menor contenido se observé en el BIT, con
0.14 mg g ! PF (Figura 8a). En relacion al contenido de carotenoides, el mayor contenido de este
pigmento se encontro en los biorreactores de flujo y reflujo y RITA, con 2.25y 2.20 ug mL™!,
respectivamente; mientras que el menor contenido de carotenoides se observo en el sistema de

cultivo en medio semisolido y BIT, con 1.44 y 1.15 ug mL! (Figura 8b).

5.3 Indice estomatico y estomas cerrados

El indice estomatico (IE) y porcentaje de estomas cerrados (%EC) mostraron diferencias
significativas entre los sistemas de cultivo (Figura 9c). Se observé una morfologia estomatica
similar en todos los sistemas evaluados; sin embargo, el IE mas alto fue en sistemas semisolidos,
con 57.11%, mientras que los SIT exhibieron un IE més bajo, variando de 33.36% a 35.58%.
Para él %CE, los brotes cultivados en inmersion temporal presentaron el mayor %CE, entre
69.11% y 85.30%. Los brotes cultivados en el medio semisélido tuvieron el %CE mas bajo, con
9.29%.

Figura 7. indice estomatico (IE) y estomas cerrados (EC) en diferentes sistemas de cultivo in
vitro de brotes de pitahaya (Hylocereus undatus). a) Cultivo semisolido, b) biorreactor de

inmersion temporal, ¢) biorreactor de flujo y reflujo y c) biorreactor RITA.
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5.4 Determinacion de fosfoenolpiruvato y Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa

Al evaluar el metabolismo fotosintético en los diferentes sistemas de cultivo no se observaron

diferencias en el contenido de Rubisco; sin embargo, se observaron diferencias en el contenido

de PEP. Los mayores contenidos de PEP se observaron en inmersion temporal en los sistemas

de flujo y reflujo y RITA; mientras que, los menores contenidos se observaron en medio

semisolido y BIT (Figura 8c).
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Figura 8. Efecto del sistema de cultivo en variables fotomixotréficas en multiplicacién in vitro

de pitahaya (Hylocereus undatus) después de 60 d en cultivo. a) Contenido de clorofila, b)

contenido de carotenoides, c) contenido de fosfoenolpiruvato y Rubisco y c¢) contenido

estomatico.
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5.5 Aclimatizacion

En la etapa de aclimatizacion, no se observaron diferencias en el porcentaje de supervivencia en
los sistemas de inmersion; los biorreactores de flujo y reflujo y RITA. Las plantulas de pitahaya
mostraron una tasa de supervivencia del 99.6% después de 60 d de aclimatizacién y finalmente

fueron trasplantados al campo después de 90 d de cultivo en invernadero (Figura 9).

nenons g
MU s

*

Figura 9. Plantulas ex vitro de pitahaya obtenidas en diferentes sistemas de cultivo. a) Plantulas

ex vitro, b) plantulas después de 20 d en invernadero, c) plantulas después de 60 d en invernadero

y d) plantas en campo.
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6. DISCUSION

5.1 Efectos de los sistemas de cultivo en la multiplicacion in vitro

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la eficiencia de los biorreactores de flujo y
reflujo y RITA durante la multiplicacién in vitro de H. undatus en comparacion con el sistema
de cultivo semisolido y BIT. El bajo porcentaje de respuesta en el BIT podria deberse a que en
el biorreactor permanece una fase medio de cultivo liquido, lo que podria ocasionar hipoxia en
los explantes. Esto debido a que la pitahaya en condiciones naturales es un cultivo CAM,
caracterizada por un metabolismo con mayor eficiencia en el uso del agua y fotorrespiracion
reducida (Wang et al., 2019). La hipoxia impone un estrés predominantemente a traves de la
privacion de oxigeno, ocasionado ademas cierre estomatico, pérdida de biomasa, necrosis y
como consecuencia la muerte de los tejidos (Colmer y Voesenek, 2009; Jensen et al., 2022).
Correa-Hernandez et al. (2022) mencionan que el uso de esponja de poliuretano en los sistemas
de inmersidn, evita el estrés y la hiperhidricidad, reduciendo la muerte en los explantes.

El incremento de la tasa de multiplicacion de H. undatus en los biorreactores de flujo y reflujo y
RITA podria deberse por una mayor la disponibilidad de nutrimentos y reguladores de desarrollo
en el medio de cultivo liquido al permanecer en contacto con toda la superficie de los explantes,
en cambio en el medio semisoélido los explantes solo toman los nutrimentos de la parte basal del
explante. Ademas, en los sistemas de cultivos semisélido, no hay perdida de dominancia apical,
como acurre en los sistemas de inmersién evaluados que se encuentran en constante movimiento
ocasionada durante la inmersion de los explantes. La pérdida de dominancia apical causada por
el transporte de auxinas desde el meristemo apical a la base del explante tiene un efecto sobre la
proliferacion de nuevos brotes (Nasri et al., 2019). En Agave angustifolia, Monja-Mio et al.
(2021) compararon el biorreactor RITA y medio semisolido, obteniendo 6.23 y 4.01 brotes por
explante, respectivamente. En A. potatorum Correa-Hernandez et al. (2022) demostraron el uso
eficiente del biorreactor de flujo y reflujo obteniendo 27.71 brotes por explante, en comparacion
con el medio semisolido, con 6.27 brotes por explante. Recientemente, en H. undatus Bello-
Bello et al. (2021), obtuvieron 10.78 brotes por explante en el biorreactor flujo y reflujo, en

comparacion con el sistema semisolido, con 5.14 brotes por explante.
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a. Contenido de clorofila y carotenoides

El contenido de clorofila es importante para determinar la tasa fotosintética de los brotes
indirectamente en condiciones in vitro. En H. undatus, respecto a la clorofila total, los mayores
contenidos en los biorreactores de flujo y reflujo y RITA pudieron deberse debido a una mayor
disponibilidad del nitrogeno (N) y magnesio (Mg), estos elementos forman parte de la molécula
de clorofila y cofactores como el cobre (Cu) y fierro (Fe), importantes activadores enzimatico
en la sintesis de clorofila. EI N es un elemento estructural de la clorofila y las moléculas de
proteinas, por lo tanto, afecta la formacion de cloroplastos y la acumulacion de clorofilas
(Queiroz-Zepka et al., 2019), el Mg participa en las reacciones de absorcion de luz y asimilacion
de CO: en el cloroplasto (Chaudhry et al., 2021). El Fe es esencial en las plantas para prevenir
la clorosis de las hojas (Guo et al., 2020); mientras que el Cu desempefia una funcién clave en
la asimilaciéon de CO2 y la produccion de ATP (Marques et al., 2018) y principal constituyente
de diversas proteinas como la plastocianina del sistema fotosintético y el citocromo oxidasa de
la cadena de transporte de electrones (Zeng et al., 2019). El bajo contenido de clorofilaen el BIT
pudo deberse al estrés generado por la constante exposicion al medio liquido. Fisioldgicamente,
varios procesos de las plantas se ven afectados por el estrés por deficiencia de O». El exceso de
H>O aunado a una deficiencia de O. puede tener efectos sobre la turgencia celular, indice
estomatico, transpiracion, fotosintesis, respiracion, actividad antioxidante y captacion de luz
(Falqueto et al., 2017).

En este estudio, el mayor contenido de carotenoides se encontré en los biorreactores de flujo y
reflujo y RITA. Los carotenoides juegan un papel importante en el complejo captador de luz y
en la fotoproteccion de los fotosistemas |y 11 (Netto et al., 2005). La biosintesis de carotenoides
estd regulada por la fitoeno sintasa inducida en respuesta a varios factores como la irradiancia
luminica, el fotoperiodo y longitud de onda (Hirschberg et al., 2001). Por lo tanto, la
disponibilidad del B-caroteno probablemente se deba a las condiciones ambientales in vitro
generadas en los biorreactores de flujo y reflujo y RITA, que favorecen el incremento del
contenido de carotenoides en los brotes de H. undatus; en comparacion con el medio semisélido
y el BIT, donde hay una baja acumulacion de pigmentos fotosintéticos. De acuerdo a Hendry y
Price (1991) una baja sintesis de pigmentos fotosintéticos o la degradacion de estos esta asociada
al estrés oxidativo. Probablemente, el estrés por hipoxia o anoxia en el BIT ocasiond una
reduccién en la sintesis o degradacion de pigmentos fotosintéticos ocasionados por estrés
oxidativo; mientras que, el bajo contenido de pigmentos fotosintéticos en medio semisélido
podria estar asociada a una menor disponibilidad de nutrimentos y/o una baja tasa fotosintética.
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5.3 Indice estomatico y porcentaje de estomas cerrados

El IE y %EC tuvieren un efecto por los diferentes sistemas de cultivo evaluados. El IE es un
pardmetro fisioldgico que mide la densidad de la superficie estomatica y se ve afectado por la
disponibilidad de agua, humedad relativa, estrés hidrico y la luz (irradiancia, fotoperiodo e
intensidad) (Mancilla-Alvarez et al., 2021). En los SIT muestran una reduccion en IE, en
comparacion con el medio semisoélido. Este hecho podria deberse a que el sistema de cultivo
semisdlido mantiene una alta humedad relativa en el recipiente de cultivo, lo que podria provocar
altas tasas de transpiracion en los brotes. El bajo indice estomético en IT podria deberse a una
menor transpiracion, lo que provoca una menor humedad relativa en el recipiente de cultivo
debido a la aireacion constante durante la inmersion temporal. Respecto al alto porcentaje de
estomas cerrados en los sistemas de flujo y reflujo y RITA, esta variable indica una adecuada
funcionalidad estomatica (Hazarika, 2006); sin embargo, en el biorreactor BIT se observo mayor
porcentaje de estomas cerrados, esto probablemente a la condicion de estrés por hipoxia. Esto se
debe cuando la lamina de medio de cultivo cubre parcialmente el explante e impide la circulacion
libre de oxigeno (San José et al., 2020). De acuerdo a Wang et al., (2017), las plantas cierran sus
estomas para regular el consumo de O disponible. Los resultados obtenidos en el sistema
semisolido con 90% de estomas abiertos indica una capacidad parcial para la funcionalidad
estomatica. Segun Aragon et al. (2014), mencionan que en el sistema semisoélido tiene una tasa
de fotosintesis mas baja y una tasa de respiracién mas alta que los SIT. En los SIT ocurre una
aireacion constante del espacio de cabeza y la humedad relativa es menor, permitiendo la entrada
de gases y el enriquecimiento de CO», evitando su acumulacién, favoreciendo asi el
funcionamiento estomatico y contribuyendo a la preparacion de las estomas para la transicién de

in vitro a ex vitro (Monja-Mio et al., 2015; Asayesh et al., 2017).
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5.4 Determinacion de PEP y Rubisco

El mayor contenido de PEP en los biorreactores de flujo y reflujo y RITA demuestra un efecto
fotomixotrofico bajo las condiciones de cultivo evaluadas. EI contenido de PEP es un indicador
de la actividad enzimatica de PEPC (fosfoenolpiruvato carboxilasa) tanto en plantas C4 como en
CAM. La PEPC funciona para la fijacion de CO. durante la fase obscura de fotosintesis y por lo
tanto promueve una mayor tasa fotosintética (Hurtado-Gaitan et al., 2021). Por otro lado, los
otros sistemas de cultivo no mostraron un incremento en el contenido de PEP, por lo tanto, una
menos capacidad fotomixotrofica. El contenido de PEP es esencial para el desarrollo de
cloroplastos funcionales, asegura la acumulacion de proteinas fotosintéticas en las membranas
tilacoides y Rubisco en el estroma (Shi et al., 2015; Vitlin y Feiz, 2018). Yoon et al. (2009), en
plantulas de orquidea (Phalaenopsis cv ‘Amaglade’) observaron que durante el crecimiento in
vitro hubo un incremento significativo de la actividad de Rubisco (0.25 nmol mg proteina min-
1) y PEPC (0.23 nmol mg* proteina min™!) bajo enriquecimiento de CO,. Ping et al. (2018), en
orquidea (Phalaenopsis aphrodite subsp. formosana) determinaron que durante el desarrollo de
protocormos, las fluctuaciones diurnas en la actividad PEPC (18 umole mg* proteina h™t) fueron
similares a los contenidos en malato. Giuliani et al. (2019), en plantas de arroz (Oryza sativa)
determinaron que el contenido de PEP puede variar tanto en la luz como en la oscuridad, la
actividad de PEP in vitro fue 25 veces mayor en plantas que sobre expresaron PEP en
comparacion con el grupo de plantas control.

Respecto a Rubisco, todos los sistemas de cultivo tuvieron el mismo contenido. EL contenido de
Rubisco es importante para la fijacién de CO>, esta enzima restringe el flujo de carbono a los
ciclos de Calvin y la fotorrespiracion (Golovko et al., 2021). El contenido de Rubisco afecta
directamente la tasa fotosintética (Orlov et al., 2022). En este estudio, el contenido de Rubisco
fue mas alto que PEP. Esto podria deberse a la afinidad por el sustrato generada por la variacion
de la concentracion de CO., fotoperiodo y fuente de carbono (sacarosa). De la Vifia et al. (1999),
en plantulas de aguacate (Persea americana Mill.) cultivadas in vitro, encontraron un incremento
en la actividad de Rubisco (0.32 g m™?) al usar concentraciones bajas de sacarosa y elevadas de
COa. Aragon et al. (2010) en brotes in vitro de platano (Musa AAB, CEMSA 3/4), reportaron un
incremento en la actividad de PEPC (17 Ug PF!) inducida por una alta irradiancia de luz y
enriquecimiento de CO- utilizando biorreactores BIT. He et al. (2020) en plantulas de aceite de
arbol (Camellia oleifera) cultivadas in vitro, observaron un incremento en la actividad de
Rubisco (74 y 80 Ug PF ') bajo diferentes espectros de luz blanca y azul, respectivamente; en
comparacion con la luz roja (60 Ug PF1).
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Las plantas CAM exhiben grandes cantidades de PEP para la fijacion de CO2 y poseen sistemas
de enzimas decarboxilasas activas para poder proveer refijacion de CO2 mediante el ciclo de
Calvin. Rubisco como la PEPC se encuentran fuertemente influenciadas por concentraciones de
sustratos: ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP) y fosfoenolpiruvato, respectivamente; asi, el suministro
de RuBP demanda suficientes electrones en la cadena transportadora de la fotosintesis para
generar sustrato de manera lineal con la demanda enzimética. La induccion del comportamiento
fotomixotrofico in vitro de brotes mejoro la supervivencia ex vitro. El fotomixotrofismo en
plantas cultivadas in vitro podria deberse a la variacion en el contenido de sacarosa (larema et
al., 2012), enriquecimiento con CO> (Saldanha et al., 2013), el uso de biorreactores para mejorar
el intercambio de gases (Martinez-Estrada et al. 2017), variacion en la irradiancia luminica
(Askari et al., 2022) y, la combinacién en el contenido de sacarosa y enriquecimiento de CO>
(Gago et al., 2022). En este estudio, el aire inyectado por el compresor mantiene un subministro
constante de 500 £ 50 ppm de COz en una frecuencia de inmersion, considerando tres frecuencias
de inmersion por dia se obtiene subministro de 1500 + 150 ppm de CO.. Probablemente, parte
de esta cantidad de CO: es aprovechada para promover la fotosintesis in vitro debido a que las
plantas CAM como pitahaya fijan CO. atmosférico por la noche, promoviendo asi un

metabolismo fotomixotréfico para promover el proceso de aclimatizacion.

5.5 Aclimatizacion

La aclimatizacion es la etapa final de la micropropagacion. En esta etapa, los brotes in vitro
deben ajustarse al ambiente ex vitro. Durante el cultivo in vitro, los brotes exhiben cambios
fisiolégicos problemas que dificultan su aclimatizacion, entre ellos, el limitado mecanismo de
cierre de estomas causado por la alta humedad relativa en los contenedores de cultivo, lo que
resulta un bajo porcentaje de supervivencia durante la aclimatizacion. Varios estudios muestran
que los SIT promueven la apertura y el cierre de estomas (Aragon et al. 2014; Ahmadian et al.
2017; Martinez-Estrada et al. 2019). Las altas tasas de supervivencia (99.6%) obtenidas durante
la aclimatizacién con los sistemas de cultivo; de flujo y reflujo y RITA, garantizan la eficiencia
del protocolo de propagacién in vitro de pitahaya. Estos resultados podrian deberse a las
practicas adecuadas de manejo de las plantulas en el invernadero, como riego, fertilizacion,
humedad relativa e irradiancia adecuadas. Estos factores contribuyen a una tasa de mortalidad
minima. Segun Malda et al. (1999), la familia Cactaceae y otras especies con CAM tienen una
cuticula fuertemente desarrollada y se puede rehidratar facilmente. La actividad fotomixotrofica

en inmersion temporal con biorreactores de flujo y reflujo y RITA mejoré la tasa de
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supervivencia durante la aclimatizacion. Estas ventajas podrian explicar el alto porcentaje de

supervivencia de los brotes obtenidos in vitro en estos sistemas de cultivo.

5.6 Discusion general

Actualmente existen diferentes modelos de biorreactores para la micropropagacion; sin embargo,
el disefio es un factor que influye en la fisiologia de las plantas cultivadas in vitro (Bello-Bello
et al., 2019; Ramirez-Mosqueda et al., 2019). Es importante realizar estudios que comparen la
eficiencia de cada sistema de cultivo debido a su disponibilidad y variaciones en el costo, el
tamario del biorreactor y la via de regeneracion utilizada (Kime et al., 2020; José et al., 2020).
Ademas, se ha demostrado que en los SIT que utilizan un flujo de aire mejoran la capacidad
fotomixotrdfica debido a que el aire que se suministra contiene gases como Nitrogeno, Oxigeno
y CO». Este ultimo es importante para inducir el fotomixotrofismo in vitro, el cual es importante

para continuar con el proceso de fotosintesis ex vitro durante la aclimatizacion.
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7. CONCLUSIONES

Los sistemas de cultivo en medio semisélido y los biorreactores de flujo y reflujo y
RITA mostraron el mayor porcentaje de respuesta de los explantes; mientras que, el
mayor numero de brotes con mayor longitud se observé en los biorreactores de flujo
y reflujo y RITA.

El cultivo en los biorreactores de flujo y reflujo y RITA presentaron un alto contenido
de clorofila y carotenoides respecto a los sistemas de cultivo en medio semisolido y
BIT.

El sistema de cultivo en medio semisélido presentd el mayor indice estomatico,
mientras que, en el BIT se observo el mayor porcentaje de estomas cerrados.

Los sistemas de cultivo en biorreactores de flujo y reflujo y RITA mostraron el mayor
contenido de PEP; mientras que, para el contenido de Rubisco no se observaron
diferencias en los diferentes sistemas de cultivo.

Los sistemas de cultivo en los biorreactores de flujo y reflujo y RITA mostraron la
mayor tasa de supervivencia durante la aclimatizacion.

La utilizacién de los biorreactores de flujo y reflujo y RITA son una alternativa para

la micropropagacion comercial de H. undatus; sin embargo, debido a su bajo costo,
se recomienda el uso del biorreactor de flujo y reflujo.
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