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RESUMEN
El cultivo de pitahaya (H. megalanthus, H.undatus e H. purpusii) en los

Gltimos afios ha tenido una notable proyeccién a nivel internacional y nacional, lo
que ha conducido a investigadores a obtener materiales promisorios, con bases
geneéticas y biotecnoldgicas, siendo esta ultima la que ha resultado eficiente para su
propagacion acelerada. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta de la
combinacién de auxinas y citoquininas en tres especies de pitahayas a partir de
segmentos de cladodios. En las variables cualitativas de establecimiento y
aclimatacion se utilizd una estadistica descriptiva no paramétrica y para las
evaluaciones de las variables cuantitativas se utilizé un disefio completamente al azar
(DCA) con 27 tratamientos, 10 repeticiones y 5 unidades experimentales, en un
arreglo trifactorial: tres especies (H. megalanthus, H. undatus e H. purpusii); tres
tipos de segmentos del cladodio (apical, central y basal) y tres medios de cultivos. En
la fase de establecimiento in vitro las semillas de cada especie fueron colocadas en
medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) y se evalud dias previos a germinacion,
porcentaje de germinacion y porcentaje de contaminacion. En la etapa de
multiplicacion, los explantes se colocaron en MS con diferentes combinaciones de
dos citoquininas con una auxina BAP/ Kin y AlA) y se evalud la longitud de brote,
diametro de brote y nimero de brote. En el enraizamiento in vitro se utilizaron dos
auxinas (AlIA+ AIB) y se considerd, dias a enraizamiento, longitud de raices y
numero de raices. Mientras que en la aclimatacion ex vitro, se evaluaron porcentaje
de sobrevivencia, presencia de raices y longitud de brote. Los resultados se
analizaron mediante el analisis de varianza (ANOVA) y las pruebas de comparacion
de medias con Scott & Knott (P>0.05). En la fase de establecimiento, la germinacion
ocurrié a los 4, 8 y 13 dias para H. purpusii, H. undatus y H. megalanthus,
respectivamente, se obtuvieron porcentajes de germinacion entre 85, 93 y 100% vy
contaminacion de 18,18: 5,45 y 1.8%. En la fase de multiplicacion se determino que
el M3 (MS sin hormona) fue el mejor tratamiento, en enraizamiento el M1 (MS +
AlA 0,1 ppm) y en aclimatacion el mayor porcentaje de sobrevivencia (96,40) se
presento en la especie H. purpusii, todos los explantes evaluados presentaron raices a
las 4 semanas después del trasplante (DDT) y en longitud del brote se obtuvieron

promedios entre 2,50 y 11,64 cm.
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ABSTRACT
The cultivation of pitahaya (H. megalanthus, H. undatus and H. purpusii) in recent

years has had a remarkable projection at international and national level, which has
led researchers to obtain promising materials, with genetic and biotechnological
bases, the latter being the one that has been efficient for its accelerated propagation.
The aim of the present work was to evaluate the response of the combination of
auxins and cytokinins in three species of pitahayas from cladode segments. A non-
parametric descriptive statistic was used for the qualitative variables of establishment
and acclimation and a completely randomised design (CRD) with 27 treatments, 10
replications and 5 experimental units was used for the evaluations of the quantitative
variables, in a trifactorial arrangement: three species (H. megalanthus, H. undatus
and H. purpusii); three types of cladode segments (apical, central and basal) and
three culture media. In the in vitro establishment phase, seeds of each species were
placed in Murashige and Skoog (MS) culture medium and evaluated days before
germination, germination percentage and contamination percentage. In
multiplication, the explants were placed in MS with different combinations of two
cytokinins with an auxin (BAP/Kin and AlA) and shoot length, shoot diameter and
shoot number were evaluated. In in vitro rooting, two auxins (AIA+ AIB) were used
and it was considered, days to rooting, root length and number of roots were
considered. In the ex vitro acclimatization, percentage of survival, presence of roots
and shoot length were evaluated. The results were analysed by analysis of variance
(ANOVA) and Scott & Knott mean comparison tests (P>0.05). In the establishment
phase, germination occurred at 4, 8 and 13 days for H. purpusii, H. undatus and H.
megalanthus, respectively, germination percentages between 85, 93 and 100% and
contamination of 18.18: 5.45 and 1.8% were obtained. In the multiplication phase it
was determined that M3 (MS without hormone) was the best treatment, in rooting the
M1 (MS + AIA 0.1 ppm) and in acclimatization the highest percentage of survival
(96.40) was presented in the species H. purpusii, all the explants evaluated presented
roots at 4 weeks after transplanting (DDT) and in shoot length averages between 2.50

and 11.64 cm were obtained.
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1. INTRODUCCION

En la Gltima década, la produccion global de frutas tropicales ha ido en
aumento, dada la creciente demanda en paises productores. Se estima que el 99% de
la produccion de frutas tropicales tiene origen en los paises en desarrollo, y son
principalmente cultivadas por pequefios agricultores que contribuyen de manera
directa a las exportaciones de productos agricolas a nivel mundial (FAO, 2020).
Dentro de este contexto, se encuentra la pitahaya (Hylocereus spp.) cominmente
conocida como “Fruta del Dragon” es una fruta exotica, y actualmente esta
extendiendo su produccion por todo el mundo, dados los beneficios de la ingesta de
esta fruta, en relacion a las caracteristicas fisicoquimicas, nutricionales y sus
compuestos bioactivos; considerandose como un alimento funcional y utilizado por

sus caracteristicas organolépticas (Figueroa y Mollinedo, 2017).

Existen dos especies principales de pitahaya que son: Hylocereus undatus e
H. megalanthus; la pitahaya roja con pulpa blanca (H. undatus), conocida como
Drag6n Fruit, es la més cultivada a nivel mundial con 10, 345 ha™, y es originaria de
América Central y parte de Suramérica (Mufioz, 2014). Dentro de los principales
paises productores estan: Israel, México, Nicaragua y Vietnam, este ultimo liderando
la produccion con 1.198.854 toneladas (Perween, Mandal y Hasan, 2018). Mientras
que, la pitahaya amarilla tiene una superficie sembrada de 1.087 ha™, siendo
Colombia el pais con mayor porcentaje de cultivos comerciales con 76,4% para esta
especie (Abrajim, Arciniegas, y Torres, 2014). Entre los principales paises
productores de pitahaya amarilla se encuentran Colombia, Israel, y Ecuador
(Santarrosa, 2013).

En Ecuador la especie H. purpussi, es nueva en cuanto a ser cultivo
comercial, las primeras plantaciones reportadas en el pais, se sitdan en las provincias
de: los Rios y Santo Domingo de los Colorados (Vergara, 2018). De acuerdo al
Sistema de Informacion Publica Agropecuaria (SIPA), en Ecuador hasta 2020 la
superficie plantada de pitahaya de manera general es de 1.292 ha™, con una

superficie cosechada 547 ha™y produccién de 20.785 t.

La creciente demanda del cultivo de pitahaya (Hylocereus spp) en el mercado
internacional y nacional, implica buscar nuevas alternativas para mejorar los niveles

de produccidn, a través de la seleccion de plantas promisorias, para la multiplicacion



acelerada con bases biotecnoldgicas (Merten, 2002). Otra alternativa es la colecta de
material silvestre, con la finalidad de establecer plantaciones comerciales en otros
paises, esto ha generado una rapida pérdida de diversidad del género Hylocereus, que
es critico, pues, desde el punto de visto ecoldgico y econémico, es necesario contar
con una alternativa para su conservacion y aprovechamiento sustentable (Ortiz y
Livera, 1999; Manzanero-Acevedo, 2014). La rapida transicion de plantas silvestres
a cultivo de produccion comercial, sin que exista un paquete tecnologico
recomendado, ha ocasionado problemas en el manejo del cultivo de pitahaya,
sobresaliendo, los asociados con el establecimiento comercial del cultivo a partir de
métodos de propagacion asexual, tales como estacas, que, son faciles de utilizar y

presentan bajas tasas de propagacion (Dallos y Garcia, 2010).

La micropropagacion de cactaceas a través de yemas axilares, ha mostrado un
alto grado de homogeneidad fenotipica entre clones; sin embargo, en pitahaya se han
realizado pocos estudios que evallen el comportamiento en campo de clones

propagados en condiciones in vitro (Infante, 1997).

Existen dos formas de multiplicar la pitahaya; sin embargo es la asexual la
mas utilizada, pero es vulnerable al ataque de hongos y bacterias previo a su
enraizamiento como material comercial (Corres, 2009; Dallos y Garcia 2010). El
comportamiento de la pitahaya varia de acuerdo, a las condiciones ambientales, se ha
visto que las especies H. undatus y H. purpusii, responden favorablemente desde los
500 a 1900 msnm, cada una de ellas se destaca por su morfologia y especificamente

por caracteristicas organolépticas (Medina-Mendoza, 2011).

Suarez (2011) menciona, que la pitahaya requiere de un mayor esfuerzo y
dedicacion en investigaciones que conduzcan a mejorar la eficiencia de propagacion,
a través de estudios enfocados en las cactaceas, obteniendo de forma masiva y
homogénea materiales élites, asi como el establecimiento de protocolos confiables,
como base para transformacion de plantas por ingenieria genética a partir de
genotipos seleccionados. La propagacion vegetativa de la pitahaya se puede mejorar
utilizando herramientas biotecnoldgicas tales como el cultivo de tejidos in vitro, esta
técnica podria permitir la produccién de un gran numero de plantas clonales en
relativamente cortos periodos de tiempo utilizando muy poco material de partida

(Rubluo, Chavez y Martinez-Vazquez, 1993).



En pitahaya, los brotes y raices pueden ser inducidos en medios sin
reguladores de crecimiento, independientemente del tamafio de los explantes. Sin
embargo, la adicion de reguladores de crecimiento en medios de cultivos (Murashige
y Skoog 1962) induce el 100% de brotes a partir de segmentos de tallo (Drew y
Azimi, 2002). Es a partir de este contenido que surge la idea de probar reguladores
de crecimiento (auxinas y citocininas) para propagar segmentos de cladodios de las
especies de pitahaya promisorias antes descritas, y evaluar su comportamiento en
cada una de las fases de la propagacion in vitro (establecimiento, micropropagacion,

enraizamiento y aclimatacion).

Estudios que evalian condiciones adecuadas in vitro para la propagacion de
varias especies de cactus se han realizado utilizando plantas germinadas in vitro,
evitando la desinfeccion de explantes provenientes del campo, debido a los agentes
contaminantes que se pueden adherir al tejido a micropropagar (Pérez Molphe-Balch
y Davila-Figueroa, 2002). En virtud a lo antes mencionado, el objetivo del presente
trabajo estuvo esta orientado a evaluar el efecto de la combinacion de auxinas y
citocininas en la propagacion in vitro de tres especies de pitahaya a partir de
segmentos de cladodios.



2. OBJETIVOS
2.1. General

- Evaluar el efecto de la combinacion de auxinas y citoquininas en la propagacion

in vitro de tres especies de pitahaya a partir de segmentos de cladodios.
2.2.  Especificos

o Analizar la respuesta de Hylocereus megalanthus, H. purpusii e H. undatus en el

establecimiento in vitro.

o Determinar la combinacion ideal de &acido indolacético, bencilaminopurina y
Kinetina para la micropropagacién de Hylocereus megalanthus, Hylocereus
purpusii e Hylocereus undatus.

o Determinar el tratamiento ideal para el enraizamiento in vitro de tres especies de

pitahaya.

o Analizar el comportamiento ex vitro de los cultivares de pitahaya obtenidos del

enraizamiento.



3. MARCO REFERENCIAL
3.1. Generalidades

La pitahaya (Hylocereus spp) es un cultivo no tradicional que esta
adquiriendo importancia en Ecuador, por tener gran potencial de exportacién
(PROECUADOR, 2013). La demanda de los mercados se debe al sabor agradable de
sus frutos (Crane y Balerdi, 2005), la misma que esta compuestas de glucosa,
fructosa, lipidos, potasio, sodio, magnesio, calcio, acido citrico, acido lactico, y

vitamina C, (Jiménez-Esparza et al. 2017).

A nivel mundial se distinguen dos tipos de pitahayas: roja y amarilla. Entre
las principales especies rojas se encuentra: Hylocereus undatus, H. costaricensis, H.
polyrhizus, H. purpussi e H. ocamponis (Le Bellec, Vailant, y Imbert, 2006); v,
dentro de las amarillas la més cultivada es H. megalanthus, sindnimo Selenicereus
megalanthus (Lim, 2012).

Esta fruta exotica se encuentra en paises como: Uruguay, Venezuela,
Colombia, Panama, Brasil, Ecuador, Costa Rica, Nicaragua, México. Existen
diversas fonéticas con las que se conoce, tales como: pitaya, pitahaya, fruta del
dragdn (dragon fruit), pitajon, cactus fruit, warakko, reina de noche (Andrade, 2009).

En el afio 2019, Ecuador exportd la fruta a 17 paises, Estados Unidos y Hong
Kong fueron los principales destinos de las exportaciones con aproximadamente el
51% y 36% respectivamente (BCE, 2020).

3.2.  Clasificacion taxonémica

Dentro de la familia de las cactaceas se reconocen 1 438 especies, dentro de
124 géneros (Nyffeler y Eggli, 2010).

Reino: Plantae

Division: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familia: Cactaceae

Género: Hylocereus
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Especie: H. megalanthus, H. purpusii, H. undatus (ITIS, 2013).

3.3. Morfologia de la pitahaya
3.3.1. Raiz

La planta de pitahaya posee dos tipos de raiz, las primarias forman mantos de
raicillas que se incrustan en el suelo y las secundarias se exhiben fuera éste, pero no
sus puntas, es asi como, las raices primarias crecen siguiendo el nivel del suelo, a
profundidades entre 5 y 25 cm, con un &rea de expansion de aproximadamente 30 cm
de diametro. Esta planta tiene dos tipos de raices, las primarias que se ubican en el
suelo y las secundarias que se desarrolla principalmente fuera del suelo (Orrico-
Zalazar, 2013).

3.3.2. Tallo

La planta de pitahaya se adapta a climas secos y gracias a esta caracteristica
su tallo es suculento y contenedor de agua, su epidermis es gruesa con estomas
(pequefios agujeros hundidos). Los tallos de pitahaya también conocidos como
“ramas” y vainas” crecen de uno a dos metros de largo, segun su variedad presentan:
espinas y aristas o costillas, no tienen hojas (Castillo-Martinez, Livera-Mufioz y
Marquez -Guzman, 2005). Sus tallos conocidos también como penca son triangulares
verdes y a veces de color verde azulado claro, crecen en todas direcciones, presentan

aristas y de ellos son los que producen flores y frutos (Sabinos, 2010).
3.3.3. Flor

“Tiene forma de trompeta pertenece a la familia de las hermafroditas y
mide aproximadamente 20 cm de largo. Deben de localizarse en la parte mas
alta buscando que los rayos del sol puedan alcanzarlas, su coloracion puede
ser blanca, amarilla o rosa. Los tipos de fecundacién pueden ser por cruzada

o auto fecundados” (Erazo Orbe y Parra Mera, 2015).

Segln Toro Yagual (2015) la flor de la pitahaya representa la parte mas
hermosa de la planta; se abre solo en la noche (a partir de las 19h00) y se cierra por
las mafanas. A la medianoche, cada flor ha alcanzado el climax de su apertura y es

cuando se puede apreciar uno de los mas fascinantes fenomenos de la naturaleza: una
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flor nocturna blanca, en forma de copa 0 campana y con un extraordinario e increible
tamafio de unos 25 centimetros de diametro Son de forma de trompetas de color
blanco o rosado, miden entre 15 0 30 cm de largo, se abren una sola vez en la noche,
sin embargo, se ha encontrado que se han abierto durante el dia; las flores son
erectas, cuando se abren buscan la luz de la luna o del sol en las primeras o ultimas
horas del dia (Kondo et al. 2013).

3.3.4. Fruto

Es una baya de diferentes tamarios y formas, ovoide, redondeado y alargado,
la cascara tiene bracteas de color verde carnoso y pesan segun la variedad entre 150 -
700 gramos (Kondo et al. 2013).

3.3.5. Semilla

El fruto posee gran cantidad de semillas pequefias y de color negro, pero al
sembrar con semilla sexual el desarrollo de la vaina primaria de la planta es
demasiado lento, por tal razon solo se utiliza la reproduccion asexual por medio de
las vainas (ICA, 2012).

3.4. Segmento de cladodio

Los segmentos de cladodio son tallos verdes, suculentos que cumplen funciones
similares a las de las hojas ya que son fotosintéticos, pueden producir flores, frutos y
hojas temporales (Rueda, 2015). EI método mas utilizado para propagar especies
lefiosas in vitro son; la brotacion de yemas adventicias, cultivo de apices de vastagos,
yemas laterales y segmentos nodales, obtenidos de areas basales, centrales y apicales

de plantas madre con caracter juvenil (Olmos et al, 2010).

3.5. Composicién nutricional de la pitahaya

Vaughan et al. (2009), la pitahaya es un fruto exdtico con vitaminas y

propiedades curativas que contribuyen a:

e Contiene vitamina C que ayuda a la formacion de los huesos

e Reduce el nivel de &cido urico en la sangre
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e Tiene semillas negras que es una grasa natural que mejora el

funcionamiento del tracto digestivo.

Segln Incap (2012) sefiala que por cada 100 g. de fruta (55 g. de parte
comestible), contiene una composicion nutricional de agua, carbohidrato, energia,
etc. (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicion nutricional de la pitahaya

Factor nutricional Pitahaya amarilla Pitahaya roja
Agua (Q) 85.4 89.4
Acido ascorbico (mg) 4.0 25.0
Calcio (mg) 10.0 6.0
Calorias 50.0 36.0
Carbohidratos (g) 13.2 9.2
Fibra (g) 0.5 0.3
Fosforo (mQ) 16.0 19.0
Grasa (g) 0.1 0.1
Hierro (mg) 0.3 0.4
Niacina (mg) 0.2 0.2
Proteinas (g) 0.4 0.5
Vitamina C(mg) 8.0 25.0

Fuente: Alban y Alencastri (2015)

3.6. Cultivo in vitro de tejidos

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un
frasco de vidrio en un ambiente artificial, esta forma de cultivar se caracteriza por la
asepsia y el control de los factores que regulan el crecimiento (Stewart, 2008). El
avance alcanzado por las ciencias biologicas ha permitido en los dltimos afios el
estudio detallado de las plantas tanto a nivel celular como molecular, y en
condiciones de laboratorio es posible actualmente reproducir todos los factores que

puedan incidir en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Castillo, 2010).

Segln Jamilh et al. (2011), los diversos trabajos desarrollados con el objetivo
de mejorar las especies de pitahaya son de gran importancia pues, de ellos puede
resultar una seleccion de materiales mas vigorosos, productivos y con frutos de mejor

calidad que los disponibles actualmente.

El cultivo in vitro es de gran interés por su aplicacion en la obtencion rapida
de especies para reforestacion, rescate de especies amenazadas, y conservacion in
vitro de germoplasma valioso (Jiménez-Terry & Agramonte, 2013). La propagacion
in vitro tiene la particularidad de poder obtener plantas genética y fisiologicamente
similares a las plantas madre que fueron seleccionadas por sus caracteristicas
superiores o de interés, ademas en grandes cantidades en tiempos y espacios
reducidos (Pérez-Molphe-Balch et al. 2008).
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El medio de Murashige y Skoog (1962) - MS es el mas utilizado en

micropropagacion, particularmente si el objetivo es regenerar plantas.

El sistema de propagacion por yemas, apices y meristemos se basa en la
formacién de nuevos brotes a partir de meristemos preexistentes, al ser los
meristemos apicales y axilares los puntos de crecimiento natural, los cuales se
localizan dentro de las yemas, esta actividad se mantiene estable cuando se realiza el
cultivo in vitro, por lo que no implica fendmenos de desdiferenciacion (tejido

calloso) y re-diferenciacion celular (organogénesis) (Truskina & Vernoux, 2018).

En general, las plantas de cactus in vitro se aclimatan facilmente (Estrada-
Luna, 2008). Las plantas con tallos suculentos y el metabolismo &cido de las
crasulaceas (CAM) son caracteristicas positivas que minimizan el estrés hidrico
durante la aclimatacion, altas tasas de éxito similares han sido reportadas, en varias

otras especies de cactus (Quiala et al. 2009).

3.6.1. Fases de la micropropagacion
e Fase 0. Recoleccion de muestra y desinfeccidon del material vegetal

Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de los
cuales se obtendran los explantes. Los explantes pueden ser yemas, trozos de hojas,
porciones de raices, semillas, entre otros. Antes de extraer los explantes se hara una
desinfeccion de los fragmentos de la planta madre para eliminar los contaminantes

externos (Remache, 2011).
e Fase 1. Establecimiento

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas dependiendo del
material seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. En un periodo de una
semana o quince dias, comienza el proceso de germinacion o regeneracion de nuevos

tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro (Montesinos et al. 2015).
e Fase 2. Multiplicacion

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron la Fase 1y 2
originen brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varias hojas. En la base de

cada hoja hay una yema que se desarrollard luego de ser puesta en contacto con el
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medio de cultivo. Periédicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en un
nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes
adecuados. ElI numero de plantas que se obtengan dependera de la especie vegetal y

de las condiciones del medio de cultivo (Suérez et al., 2014).

e Fase 3. Enraizamiento

Para enraizar los explantes se utilizan principalmente plantines individuales
de un tamafio aproximado de 2 centimetros. Los brotes obtenidos durante la fase de
multiplicacién se transfieren a un medio libre de reguladores de crecimiento o que
solo contenga hormonas del tipo auxinas. Algunas especies de plantas no necesitan
pasar por esta etapa y emiten sus raices en el mismo medio de cultivo donde
desarrollan yemas nuevas, por lo tanto, el proceso de multiplicacion y enraizamiento

transcurren en forma simultanea (Veliz, 2017).

e Fase 4. Aclimatacion

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales,
de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen de la aclimatacion.
En esta etapa las plantas sufriran cambios de diferente tipo que permitiran la
adaptacion de estas a vivir en condiciones naturales. Estan pocos adaptados a crecer
en un invernaculo, ya que estos explantes han enraizado y crecido en ambientes con
una humedad relativa muy elevada y generalmente tienen estomas que no son
completamente funcionales frente a descensos de la humedad relativa, y por lo tanto

demasiado lentos para evitar la desecacion del explante (Gil et al., 2017).

3.7. Efecto de los reguladores de crecimiento

Al conjunto de las hormonas y productos sintéticos similares se les considera
como reguladores de crecimiento, y la distribucion de estos compuestos que la planta
sintetiza y sus concentraciones, tienen efectos en las células dirigiéndose a una

diferenciacion y desdiferenciacion (Pierik, 1990).

La produccion de raices y brotes a la par es importante en el cultivo in vitro

porque puede evitar fases adicionales del proceso; lo cual aumenta el tiempo y los
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costos de este y dicha obtencién simultanea de raices y brotes depende de la

proporcion auxina/citoquinina (Pérez, 2011).

Segun Aliyu y Mustapha (2007), la brotacion axilar de cactus requiere niveles
bajos 0 no de auxina, pero siempre altos niveles de citoquininas. Las diferentes
respuestas pueden ser la formacién de tejido indiferenciado (callos), de 6rganos
(brotes adventicios o raices), embriones somaticos, o la brotacién de los meristemos

preexistentes (Pérez-Molphe-Balch et al. 2008)

3.7.1. Auxinas

Son un tipo de fitohormonas especializadas en diferentes procesos a nivel
vegetal. Los principales puntos de accion se encuentran a nivel celular, donde tienen
la capacidad de dirigir e intervenir en los procesos de division, elongacién y
diferenciacion celular (Amin et al.,, 2013). Esta suele encontrarse muy bien
distribuida en la mayoria de las células y tejidos vegetales, por lo que puede interferir
en procesos de diferenciacion unicelular, pluricelular o incluso tener accion en los
diferentes tejidos vegetales. Dadas las funciones que posee esta hormona es
considerada como un tipo de morfégeno capaz de inducir la diferenciacion celular de
6rganos como raices, tallos y hojas, y asi mismo, dar origen a ellos (George et al.,
2008). De acuerdo con Uribe et al. (2012), las auxinas mas comunes para la via

organogénesis directa son:
e Acido Indolacetico

El AIA es la principal auxina nativa de las plantas superiores (Bonner y
Bandurski, 1952). EI AIA esta involucrado en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, principalmente en una serie de procesos fisioldgicos que incluyen el
alargamiento y division celular, diferenciacion de tejido, fototropismo, gravitropismo
y en respuestas defensivas (Leveau y Lindow, 2005; Santner et al., 2009) destacando

un importante rol en la formacién del xilema y la raiz.
e Acido Indolbutirico (AIB)

Entre las hormonas sintéticas se encuentra el AIB, un regulador del
crecimiento que promueve Y acelera la formacion de raices adventicias en las plantas.

Se utiliza frecuentemente para la propagacion de esquejes o estacas y acodos. Este
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tipo de hormonas de crecimiento ha mostrado un efecto positivo en el desarrollo de

las plantas al estimular la formacion de raices laterales (Lozano-Kretzschmar, 2014).

3.7.2. Citoquininas

Las citoquininas tienen la capacidad de estimular e inducir una alta
proliferacion y division celular, suelen inducir la iniciacion y elongacion de las raices
al igual que pueden activar la senescencia de las hojas, permitiendo estimular el
desarrollo fotomorfogénico vegetal y jugar un rol importante en el aumento y
generacion de la produccion de brotes a nivel vegetal (Yong et al., 2009). Se sabe
que estas fitohormonas suelen producirse de manera abundante en la punta de la raiz
y suelen transportarse principalmente por el xilema hacia las partes aéreas de la
planta (hojas) (Bottini, Cassan y Piccoli, 2004). De acuerdo con Machakova et al.,
(2008) las citoquininas mas utilizadas para la proliferacion de brotes via

organogenesis directa son:

e Bencilaminopurina (BAP)

ElI BAP (bencilaminopurina) es una citocinina que se utiliza con frecuencia en
la propagacion in vitro puede ser empleada con auxinas o citocinas. Las citocininas
son importantes para la propagacion vegetal de organogénesis, pero cada citocinina
tiene una diferencia en su concentracion para el desarrollo de los brotes (Quiala,
2012).

e Kinetina (Kin)

La citoquina Kinetina es utilizada para producir trasplantes en el cultivo de
tejidos (Rademacher, 2015), pues favorece a la iniciacion o crecimiento de yemas
adventicias y axilares, inhiben la formacion de raices, ademas inducen al crecimiento

de callos y también a la maduracion de embriones somaticos (Pérez, 2004)
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4. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion.

4.1.1. Ubicacion del ensayo

La investigacién se realizo en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad
de Ingenieria Agronomica de la Universidad Tecnica de Manabi, localizada
geograficamente a una latitud sur: 01°09°51”, longitud oeste: 80°23'24”, con una

altitud: 60 msnm, ubicada en la parroquia Lodana del cantén Santa Ana.

4.1.2. Material vegetal

Las especies en estudio fueron: pitahaya amarilla (H. megalanthus), pitahaya
purpura (H. purpusii) y pitahaya roja (H. undatus) (Figura 1). El material vegetal se
colect6 en dos haciendas, dedicadas a la produccion de pitahaya en la provincia de
Manabi. Los frutos de H. megalanthus se colectaron en la Hacienda “Ocaso” Km 4/2
via Rocafuerte-Tosagua ubicada geograficamente a 0°52°48"" de latitud sur y
80°23°02"" de longitud oeste, a una altitud de 42 msnm (Figura 1. A), mientras que
H. purpusii e H. undatus los proporcioné Pitakawsay Ltda, km 7 via Rocafuerte-
Manta ubicada geograficamente a 0°55°46"" de latitud sur y 80°31°27"" de longitud

oeste, a una altitud de 50 msnm (Figura 1. B, C).

Figura 1. Material genético de pitahaya. A.) H. megalanthus. B.) H. purpusii. C.) H.

undatus
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Las actividades en esta investigacion se desarrollaron en dos etapas: 1) en
condiciones de laboratorio (in vitro) y 2) y en condiciones de casa de vegetacion (ex

vitro).
4.2.  Desarrollo del trabajo de laboratorio

4.2.1 Establecimiento in vitro de tres especies de pitahaya

Antes del establecimiento in vitro de las semillas, el medio de cultivo fue
ajustado a un pH de 5,7, y esterilizado en autoclave a 121°C durante 20 minutos
(Figura 2. A).

Para iniciar el establecimiento, los frutos fueron lavados con agua destilada y
jabon liquido. En condiciones estériles (cdmara de flujo laminar), las semillas se
extrajeron de la pulpa (Figura 2. B) y se enjuagaron con abundante agua corriente en
un cedazo plastico, hasta eliminar el exceso de mucilago que las recubre.
Posteriormente, se colocaron en un vaso de precipitacion que contenia una solucién
de hipoclorito de sodio al 1%, mas gotas de Tween 20, durante 5 minutos, seguido de

tres enjuagues con abundante agua destilada esterilizada.

Para la siembra, las semillas previamente desinfectadas se colocaron en tubos
de ensayo de 150 x 25 mm (Figura 2. C) conteniendo medio de cultivo de Murashige
y Skoog (MS, 50%), suplementado con sacarosa (20 g/l) y gelificante Gellan Gum al
0,3%. EI pH del medio se ajustd a 5,7 y seguido se esterilizd a 121°C durante 20
minutos. Posteriormente, las semillas se colocaron en condiciones de cultivo a 24 +

2°C, un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad (Figura 2. D-E)
Las variables que se evaluaron en esta fase son las siguientes:
e Dias alaemergencia

Se evalud por Unica ocasion los dias previos a la emergencia hasta obtener un

50% de las semillas germinadas.
e Porcentaje de germinacion y contaminacion

Ambas variables fueron evaluadas durante los primeros 15 dias y su medidad

fue en porcentaje.
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Figura 2. Establecimiento in vitro. A.) Preparacion de medio de cultivo (MS). B.)
Desinfeccion del material vegetal y extraccion de semillas. C.) Siembra de las
semillas en MS. D.) Germinacién de las semillas. E.) Crecimiento y desarrollo de las
vitroplantas.

4.2.2 Multiplicacion in vitro

Para la induccion a la organogénesis, los explantes fueron transferidos al
medio de multiplicacién y se tomaron cladodios de plantulas germinadas in vitro de
105 dias despueés de la siembra (DDS) (Figura 3. A), con ayuda de un bisturi y en
condiciones de camara de flujo, cada cladodio se seccioné en tres partes: apice
(apical), en la mitad del brote (central) y de la base del cladodio (basal) (Tabla 2).
Para inducir la formacion de brotes, los explantes fueron colocados en vasos que
contenian los tratamientos en estudio, cultivando durante 10 semanas (Figura 3 B,
C).

Las variables que se evaluaron en esta fase son las siguientes:
e Numero de brotes por segmentos de cladodios

A partir de cada segmento de cladodio (apical, medio, basal) se contabiliz6 el
numero de nuevos brotes emitidos en cada tratamiento y repeticion.

e Altura de brote (cm)

Con la ayuda de un calibrador se midi6 la altura desde la base hasta el apice

de los brotes emitidos por cada tratamiento y repeticion.

e Diametro de brote (mm)
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Se tomo el diametro en la parte media de cada brote emitido, por tratamiento

y repeticion.

Figura 3. Multiplicacion in vitro. A.) Seleccion de explantes obtenidos en la fase de
establecimiento: B.) Vitroplantas desarrollados a las 6 semanas DDS: C.)
Vitroplantas desarrollados a las 10 semanas DDS.

4.2.3 Enraizamiento in vitro

Los brotes obtenidos en la fase de multiplicacion son individualizados para
inducir el enraizamiento, (Figura 4. A), se tomaron brotes que presentaron una altura
de 2 cm aproximadamente, se cultivaron 5 brotes por cada recipiente. Esta fase se
llevd a cabo en un medio de cultivo basico MS (Figura 4 B, C) con diferentes
combinaciones hormonales (Tabla 2). Como en los casos anteriores, los cultivos se
colocaron en condiciones controladas por un periodo de 60 dias para iniciar las

evaluaciones de las variables (Figura 4 D, E). En esta fase se evaluo:

e Dias de inicio al enraizamiento
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Se observaron diariamente la emision de raices, a partir del séptimo (7) DDS.
En esta fase se evaluaron 5 brotes/tratamiento y repeticion. Se determinoé el nUmero

de dias, cuando el 50% de los brotes emitieron raices.
e NuUmero de raices

Se contabiliz6 el nimero de raices emitidas de 5 brotes por tratamiento, este dato se

tomo a las 10 semanas de iniciada la fase de enraizamiento.
e Longitud de raices (cm)

Con la ayuda de un calibrador se midio la longitud de 3 raices por plantula
tomando 5 plantas por tratamiento. Este dato se registro a las 10 semanas a partir de
iniciada la fase de enraizamiento.

Figura 4. Enraizamiento in vitro. A-B.) Siembra de brotes en medios. C-D-E.) Toma de
datos de las variables.

4.2.4 Aclimatacion ex vitro

Se retiraron cuidadosamente las plantulas de los envases, las raices fueron
lavadas con abundante agua hasta eliminar completamente los residuos de agar, las
mismas que permanecieron en la casa de sombra durante cuatro semanas (Figura 5.

A). En esta fase, las plantas obtenidas in vitro fueron ubicadas en un lugar
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semiprotegido denominado casa sombra, se colocaron los explantes en bandejas de
50 alveolos con una dimensién de 55 cm de largo, 29 cm de ancho y 7,5 cm de alto,

conteniendo turba como sustrato (Figura 5. B).

En este lapso, las plantulas fueron manejadas en condiciones de alta humedad
durante la primera semana, el riego se realizd6 cada hora (30 segundos, con
atomizador) para evitar problemas por deshidratacion, ademas se mantuvo baja
intensidad luminosa. Después del sexto dia en condiciones de casa sombra se
disminuyé la humedad relativa progresivamente hasta alcanzar los valores del
ambiente exterior. Ademas, se aplicd semanalmente una solucién nutritiva (macro y
micronutrientes) al 50% segun la formulacién de Murashige y Skoog (1962).
Posteriormente las plantulas, fueron colocadas en fundas plasticas de color negro y
Ilevadas a condiciones de vivero, previo a su siembra en el campo definitivo (Figura

5. C-E). En esta fase se evaluo:
e Porcentaje de sobrevivencia

A los 5 y 10 dias despues de la siembra en las bandejas, se contaron las

plantas muertas en cada tratamiento.
e Presencia de raices

A las seis semanas despueés del trasplante se evalud la presencia de raices por

medio de observacion visual al 10% de la poblacion total.
e Altura del brote

Con la ayuda de un calibrador se procedié a medir la longitud de las

vitroplantas a las 6 semanas de aclimatacion.
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Figura 5. Aclimatacion ex vitro. A.) Vitroplantas de pitahaya aclimatada. B.)
Evaluacion de las variables. C.) Plantulas de H. megalanthus. D.) Plantines de H.
undatus. E.) Plantines de H. purpusii

4.3. Analisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron por medio de una estadistica descriptiva no
paramétrica, mediante la elaboracion de tablas de porcentajes para dias a
germinacion, porcentaje de germinacion y porcentaje de contaminacion. En la fase de
multiplicacion in vitro se utilizd establecié un Disefio Completamente al Azar
(DCA), con arreglo factorial AXBxC (3 especies x 3 medios x 3 segmentos) el cual
incluy6 27 tratamientos, 5 repeticiones y 3 unidades experimentales (Tabla 3), las
mismas que fueron analizadas mediante el analisis de varianza (ANOVA), aplicando
la prueba de comparacion Scott y Knott, (P< 0.05) para las medias entre los

tratamientos.

En la fase de enraizamiento in vitro los tratamientos se establecieron en un
Disefio Completamente al Azar (DCA), con arreglo factorial AxBxC (3 especies x 3
medios x 3 segmentos) el cual incluy6 27 tratamientos, 10 repeticiones y 5 unidades
experimentales (Tabla 4), las mismas que fueron analizadas mediante el andlisis de
varianza (ANOVA), aplicando la prueba de comparacion Scott y Knott, (P < 0,05)
para las medias entre los tratamientos. En la fase de aclimatacion ex vitro para la
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variable cualitativa se establecid una estadistica descriptiva no paramétrica mediante

la elaboracion de tablas de porcentajes de dias y para las variables cuantitativas un

Disefio Completamente al Azar (DCA), con arreglo factorial AXBxC (3 especies x 3

medios x 3 segmentos) el cual incluy6 27 tratamientos, 10 repeticiones y 5 unidades

experimentales, siguiendo el disefio aplicado en la fase anterior (Tabla 4). El analisis

de datos se realizd con el paquete estadistico Infostat profesional 2018.

Tabla 2. Factores en estudio para fases de multiplicacion y enraizamiento in

vitro

Factores en estudio para
multiplicacion

Factores en estudio para
enraizamiento

Factor A: Especies

Factor A: Especies

E1: Hylocereus megalanthus
E2: Hylocereus undatus

E3: Hylocereus purpusii

E1: Hylocereus megalanthus
E2: Hylocereus undatus

E3: Hylocereus purpusii

Factor B: Medios

Factor B: Medios

M1: MS + BAP 3ppm + AIA 0,1 ppm
M2: MS + Kin 2ppm + AIA 0,1 ppm
M3: MS

M1: AIA O, 1 ppm
M2: AIB 0, 3 ppm
M3: MS + CA

Factor C: Segmento del cladodio

Factor C: Segmento del cladodio

S1: Apical
S2: Central

S3: Basal

S1: Apical
S2: Central

S3: Basal

BAP: Bencilaminopurina
Kin: Kinetina

MS: Murashigue y Skoog

AIlA: Acido indolacético

AIB: Acido indolbutirico

CA: Carbén activado
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Tabla 3. Tratamientos empleados para la multiplicacion in vitro de tres especies de pitahaya.

FASE DE MULTIPLICACION

BAP+AIA Pitahaya amarilla Pitahaya roja Pitahaya parpura Segmento
(mg/L™)
3ppm+ 1| Tl= P1M1S1(Pitahaya Amarilla + | T10= P2M1S1 (Pitahaya Roja + MS=BAP 3 | T19= P3M1S1 (Pitahaya Parpura + Apical
ppm MS=BAP 3 ppm + AIA 0,1 ppm + | ppm+ AlA 0,1 ppm + Apical MS=BAP 3 ppm + AIA 0,1 ppm + Apical
Apical
T2= P1M1S2(Pitahaya Amarilla + | T11= P2M1S2 (Pitahaya Roja + MS=BAP 3 | T20= P3M1S2 (Pitahaya Parpura + Central
MS=BAP 3 ppm + AIA 0,1 ppm + | ppm+ AlA 0,1 ppm + Central MS=BAP 3 ppm + AIA 0,1 ppm + Central
Central
T3= P1M1S3(Pitahaya Amarilla + | T12= P2M1S3 (Pitahaya Roja + MS=BAP 3 | T21= P3M1S3 (Pitahaya Purpura + Basal
MS=BAP 3 ppm + AIA 0,1 ppm + Basal | ppm + AIA 0,1 ppm + Basal MS=BAP 3 ppm + AIA 0,1 ppm + Basal
Kin+AIA (mg/L™)
Kin 2 ppm | T4= P1M2S1 (Pitahaya Amarilla + | T13= P2M2S1 (Pitahaya Roja + MS=Kin 2 | T22= P3M2S1 (Pitahaya Purpura + MS=Kin Apical
+ AlA 0,1 | MS=Kin 2 ppm + AIA 0,1 ppm + Apical | ppm + AIA 0,1 ppm + Apical 2ppm + AIA 0,1 ppm+ Apical
ppm
T5= P1M2S2 (Pitahaya Amarilla + | T14= P2M2S2 (Pitahaya Roja + MS=Kin 2 | T23=P3M2S2 (Pitahaya Purpura + MS=Kin Central
MS=Kin 2 ppm + AIA 0,1 ppm + | ppm+ AIA 0,1 ppm + Central 2ppm + AlA 0,1 ppm+ Central
Central
T6= P1M2S3 (Pitahaya Amarilla + | T15= P2M2S3 (Pitahaya Roja + MS=Kin 2 | T24=P3M2S3 (Pitahaya Purpura + MS=Kin Basal
MS=Kin 2 ppm + AIA 0,1 ppm + Basal ppm + AlA 0,1 ppm + Basal 2ppm + AlA 0,1 ppm+ Basal
TESTIGO
T7 = P1M3S1 (Pitahaya Amarilla + | T16= P2M3S1 (Pitahaya Roja + Testigo + | T25= P3M3S1 (Pitahaya Plrpura + Testigo Apical
Testigo + Apical Apical + Apical
T8 = P1M3S2 (Pitahaya Amarilla + | T17= P2M3S2 (Pitahaya Roja + Testigo + | T26= P3M3S2 (Pitahaya Purpura + Testigo Central
Testigo + Central Central + Central
T9 = P1M3S3 (Pitahaya Amarilla + | T18= P2M3S3 (Pitahaya Roja + Testigo + | T27= P3M3S3 (Pitahaya Purpura + Testigo Basal

Testigo + Basal

Basal

+ Basal
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Tabla 4. Tratamientos empleados para el enraizamiento in vitro de tres especies de pitahaya.

FASE DE ENRAIZAMIENTO

AlA Pitahaya amarilla Pitahaya roja Pitahaya parpura Segmento

(mg/L™)

0,1 ppm Tl= P1IM1S1 (Pitahaya Amarilla + | T10= P2M1S1 (Pitahaya Roja + MS= AIA 0,1 | T19= P3M1S1 (Pitahaya Pdrpura + MS= Apical
MS=AIA 0,1 ppm + Apical ppm +Apical AlA 0,1 ppm + Apical
T2=P1M1S2 (Pitahaya Amarilla + MS= | T11=P2M1S2 (Pitahaya Roja + MS= AIA 0,1 | T20= P3M1S2 (Pitahaya Purpura + MS= Central
AlA 0,1 ppm + Central ppm + Central AlA 0,1 ppm + Central
T3= P1M1S3 (Pitahaya Amarilla + MS= | T12= P2M1S3 (Pitahaya Roja + MS= AIA 0,1 | T21= P3M1S3 (Pitahaya Purpura + MS= Basal
AIA 0,1 ppm + Basal ppm +Basal AlA 0,1 ppm + Basal

AlIB

(mg/L™)

0,3 ppm T4= P1M2S1 (Pitahaya Amarilla + MS= | T13= P2M2S1 (Pitahaya Roja + MS= AIB 0,3 | T22= P3M2S1 (Pitahaya Purpura + MS= Apical
AIB 0,3 ppm + Apical ppm + Apical AIB 0,3 ppm + Apical
T5= P1M2S2 (Pitahaya Amarilla + MS= | T14= P2M2S2 (Pitahaya Roja + MS= AIB 0,3 | T23= P3M2S2 (Pitahaya Plrpura + MS= Central
AIB 0,3 ppm + Central ppm + Central AIB 0,3 ppm + Central
T6= P1M2S3 (Pitahaya Amarilla + MS= | T15=P2M2S3 (Pitahaya Roja + MS= AIB 0,3 | T24= P3M2S3 (Pitahaya Purpura + MS= Basal
AIB 0,3 ppm + Basal ppm + Basal AIB 0,3 ppm + Basal

TESTIGO
T7 = PAM3S1 (Pitahaya Amarilla + MS | T16= P2M3S1 (Pitahaya Roja + MS sin | T25= P3M3S1 (Pitahaya Pdrpura + MS sin Apical
sin auxinas auxinas + Apical auxinas + Apical
T8 = P1M3S2 (Pitahaya Amarilla + MS | T17= P2M3S2 (Pitahaya Roja + MS sin | T26= P3M3S2 (Pitahaya Purpura + MS sin Central
sin auxinas + Central auxinas + Central auxinas + Central
T9 = P1M3S3(Pitahaya Amarilla + MS | T18= P2M3S3 (Pitahaya Roja + MS sin | T27= P3M3S3 (Pitahaya Pdrpura + MS sin Basal

sin auxinas + Basal

auxinas + Basal

auxinas + Basal
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Establecimiento in vitro

La germinacion de las semillas de H. purpusii se present6 a los 4 dias después de la
siembra (DDS), mientras que H. undatus e H. megalanthus a los 8 y 13 DDS
respectivamente. Rodriguez, Chacon y Carrillo (2014) describen que la germinacion
in vitro se ha utilizado con éxito en muchas especies y ha demostrado ser superior a
otras técnicas empleadas como la germinacién ex vitro en sustratos o con papel filtro.
Gomez (2004) menciona que, aunque existe una gran cantidad de protocolos para la
desinfeccion de semillas y explantes de cactaceas cuyos procedimientos establecidos
varian de acuerdo, a la especie y tipo de explante, han resultado eficientes en el
control de hongos y bacterias. Por otra parte, Ruvalcaba-Ruiz et al. (2010)
obtuvieron resultados similares en Crotalaria retusa y Stepnocereus griseus en
medios de cultivo sin aplicacion de hormonas. No obstante, Cuellar-Chavez et al.
(2006) y Ojeda Zacarias et al. (2008) mencionan que otras especies necesitan de

hormonas como auxinas y citoquininas para su emergencia.

En relacién, al porcentaje de germinacion in vitro, H. purpusii obtuvo 100%
en comparacion con H. megalanthus e H. undatus que obtuvieron 92,72% y 85,45%
respectivamente (Tabla 5), estos resultados favorables podrian estar relacionados con
las condiciones Optimas de cultivo para estas especies, en el caso particular de H.
purpusii las semillas presentaron la mejor respuesta lo que podria deberse a las
condiciones genéticas y los contenidos de ciertos reguladores enddgenos en las
semillas de esta especie. Cuellar-Chavez et al. (2006) obtuvieron un bajo porcentaje
de germinacion en H. undatus (12,9%) mientras que Morales (2000) obtuvo 90% de
germinacién en la misma especie. Es necesario mencionar que el porcentaje de
germinacion de las semillas conseguidas de frutos frescos es variable, y en ello puede
influir el tiempo de recoleccion del fruto y la edad posterior a la colecta para la

extraccién de semillas.
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Tabla 5. Dias a germinacion y porcentajes de germinacion y contaminacion en

pitahaya
Especie NUmero de Dias a Germinacion Contaminacion
semillas germinacion (%) (%)
H. megalanthus 110 13 92,72 5,45
H. undatus 110 8 85,45 18,18
H. purpusii 110 4 100 1,8

Otras cactdceas con un comportamiento variable en la germinacion de
semillas obtenidos de frutos frescos son: Stenocereus griseus (Haw.) 15,2%, S.
queretaroensis (Weber) 84,1% y S. gummosus (Engelm) 60% (Cuellar-Chavez et al.
2006). Ademas de Coryphantha retusa (Britton y Rose) 80% (Ruvalcaba-Ruiz et al.
2010) y Myrtillocactus geometrizans (Mart) 40-80% (Gomez, 2004).

Lopes et al. (2017) obtuvieron el mayor porcentaje de germinacion de
semillas de pitahaya con la composicién del 25% de sales minerales del medio MS.
Bewley (1997) sugiere que, a mayor concentracion de sales y sacarosa en el medio
de cultivo, se disminuye el potencial hidrico, reduciendo el agua que ingresa en la
semilla y consecuentemente inhibe la fase de germinacion y la activacion de las
enzimas que hidrolizan las reservas que se utilizaran para el crecimiento del eje
embrionario. Sin embargo, Monteiro Do Régo et al. (2009) trabajando con Cereus
jamacaru concluyeron que la concentracién de 2,5 g/L™ de sacarosa, fue més

eficiente en la germinacion de semillas de esta especie.

En lo que se refiere a la contaminacién de las semillas, fue variable, en H.
undatus y se observd 18,18% de contaminacion, mientras que en H. megalanthus e
H. purpusii 5,45% y 1,8% respectivamente, esto se relaciona con lo reportado por
Montiel (2017) y Alvarado-Cap6 (2008), quienes mencionan que las pérdidas en el
cultivo de tejidos por causa de la contaminacion en numerosas especies son
cuantiosas, volviendo estos procesos econdmicamente ineficientes. Debergh &
Zimmerman (1991) aluden que la contaminacion microbiana es uno de los problemas
mas graves en la micropropagacion de especies vegetales tanto en trabajos de

investigacion como en la micropropagacion comercial y que estos pueden tener dos
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origenes: microorganismos que colonizan la superficie o el interior del explante
(endofitos) y microorganismos introducidos durante la manipulacion en el

laboratorio.

Leifert et al. (1994) sugieren que los vitropatdogenos pueden ser dafiinos para
el cultivo de tejidos vegetales, ya que compiten con el explante por los nutrientes del
medio produciendo dafios directos e indirectos por la colonizacion de sus tejidos o

liberacion al medio de metabolitos toxicos.

5.2. Multiplicacion in vitro

El analisis de varianza realizado para la interaccion especie X segmento X
medio, no mostrod significancia estadistica (P>0,05) en ninguna de las variables
(Tabla 6). Sin embargo, con el tratamiento T2 se obtuvo el mayor nimero de brotes
(23,67), mientras que los testigos en las tres especies presentaron la mayor longitud y
diametro de brote. En términos generales las combinaciones con explantes de H.

megalanthus presentaron los mejores valores en todas las variables.

Tabla 6. Efecto de la interaccion triple (especie x segmento x medio) sobre el
namero de brotes, longitud de brotes y didmetro de brotes en tres especies de

pitahaya multiplicadas in vitro.

. Didmetro

Especie Segmento Medio ;—nrw?; Numero de brote Lgpc%gtégr:)el del brote
nto (mm)

M1 T1 14,00 £ 2,2 0,99+0,2 2,33+£0,3

Apical (S1) M2 T2 23,67 +2,8 1,93+0,2 2,00+0,3

M3 T3 2,33+£25 2,03+0,2 2,00+0,3

M1 T4 8,67+272 0,97+0,2 3,00+£0,3

H'megg'l"’)‘mhus Central(S2) M2 TS5 18,00 + 2,6 157402  267+03

M3 T6 2,33+£25 1,73+0,2 1,33+£0,3

M1 T7 13,33 +£2,2 1,01+0,2 2,67+0,3

Basal (S3) M2 T8 14,33 +25 1,36 £0,2 2,33+0,3

M3 T9 3,00£25 1,83+0,2 1,33+0,3

M1 T10 40004 0,58+0,3 1,33+0,3

Apical(S1) M2 T11 2,67+04 1,39+0,3 2,00+0,3

M3 T12 2,00+0,5 1,87+0,3 2,33+0,3

H.undatus (E2) M1 T13 4,00+0,4 0,51+0,3 2,00+0,3

Central(S2) M2 T14 2,00+£04 1,57+0,3 2,67+0,3

M3 T15 1,67+£05 2,87+0,3 3,00+£0,3

M1 T16 3,00+£0,4 0,58+0,3 1,33+0,3

Basal(S3) M2 T17 2,00+£0,4 1,19+0,3 2,33+0,3
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M3 T18 3,00+£0,5 1,75+£0,3 2,33+£0,3

M1 T19 833+11 0,76 +0,3 1,33+£0,3

Apical (S1) M2 T20 8,33+1.2 1,16 £0,3 1,67+0,3

M3 T21 300+1,1 1,77£0,3 3,00£0,3

M1 T22 6,67+11 0,73%£0,3 1,33£0,3

H. purpusii (E3) Central (S2) M2 T23 767+11 0,78+0,3 1,33+£0,3
M3 T24 233+11 1,88 +0,3 2,00£0,3

M1 T25 10,00 £ 1,2 0,71+£0,3 2,33+£0,3

Basal (S3) M2 T26 300+11 0,71+ 0,3 1,33+£0,3

M3 T27 2,00+0,7 2,60+0/4 3,00+£0,3

ANOVA
Especie*Segmento*Medios 0,0994 0,6286 0,8583

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (P > 0,05)
Media + error estdndar de la muestra.

De acuerdo a Suarez et al. (2014), con respecto a la multiplicacion de
pitahaya amarilla con espinas, al agregar al medio de cultivo concentraciones de 2
mg/L™ de kinetinay 2 mg/L™ de 6- BAP obtuvieron promedios de cladodios de 9,1-
5,6 y 5,1 en segmentos apicales, centrales y basales respectivamente. No obstante,
Huaman et al. (2012) al propagar de forma in vitro segmentos nodales de cedro
(Cedrela odorata L.) que fueron obtenidos a partir de semillas botanicas, alcanzaron
explantes de mayor altura con concentraciones de 0,5 mg/L™ de BAP y 0,1 mg/L™ de
ANA.

El analisis de varianza realizado para la interaccion doble especie x medio,
mostro significancia estadistica (P>0,05) en las variables nimero de brote y didmetro
de brote (Tabla 7). El tratamiento T2 obtuvo el mayor nimero de brote (18,70),
mientras que el T5 y T6 obtuvieron los menores promedios (2,20), esta variabilidad
probablemente esté relacionada con la constitucion genética de especie, niveles
enddgenos disponible dentro del explante, sensibilidad del tejido y su interaccion con
el medio de cultivo (Machakova et al., 2008). Vifias et al. (2012) destacan que en las
cactaceas la brotacion de yemas axilares requiere niveles bajos de auxina y altos de
citoquininas, a diferencia de Caetano-Nunez et al. (2014) quienes mencionan que la
kinetina no es un regulador de crecimiento eficiente para la produccion de brotes en

H. megalanthus.

Los mejores tratamientos para diametro de brote fueron T1, T2, T5, T6 y T9
con promedios de 2,70 mm a 2,30 mm mientras que los menores promedios 1,70 y
1,40 se obtuvieron con los tratamientos T7 y T8. Sunshine (2007) en Boca de dragén

(Antirrhinum majus L) evidencio que el mayor porcentaje de brotes fue obtenido en
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el medio suplementado con 2,0 mg/L™" de AIA y 4,0 mg/L™ de Kin, esto permite
deducir que la combinacion de ambos reguladores de crecimiento es mas efectiva

para lograr induccion de brotes.

Asimismo es indispensable mencionar que los resultados coinciden con los
obtenidos por Baskaran y Jayabalan (2005) en relacién, al efecto de la kinetina en el
incremento de la formacion de yemas multiples. Algunos autores como Soltero et al.
(2013), describen que la dominancia apical es frecuente en las cactaceas y para su
micropropagacion se requiere la adicion de citoquininas al medio de cultivo, ellas
inducen el desarrollo de brotes mdltiples a partir de las areolas que contienen los

meristemos axilares.

La interaccion especie x segmento no mostrd significancia en ninguna de las
variables, mientras que en la interaccion medio x segmento solo la variable nimero
de brote mostro significancia (Tabla 7), siendo el tratamiento T22 el que obtuvo el
mayor promedio en nimero de brote (11,50) mientras que los menores valores se
observaron en los testigos, este comportamiento probablemente esté relacionado con
la disponibilidad de auxinas/citoquininas en los medio de cultivo, asimilacion y
expresion del tejido como parte de su funcién. Ruiz-Obando (2009) observo que en
los niveles de BAP el numero de brotes de H. undatus fue mayor en la concentracién
de 2 mg/L™. La mayor cantidad de brotes/explante se obtuvo con una concentracion
de 2/0,5 mg/L™" de BAP/AIA. La interaccién de auxinas y citocininas potencié el
numero de areolas activas que desarrollaron en un nuevo brote. EI BAP en
concentracion superior a 2 mg/L™ tuvo un efecto inhibidor en el nimero de nuevos

brotes.

En términos generales, a pesar de que en la variable longitud del brote no
hubo significancia estadistica en ninguna de las interacciones dobles, los tratamientos
testigos demostraron valores moderados en comparacion al efecto de los medios con
reguladores de crecimiento, esto se deberia a que el desplazamiento de agua y solutos
como los reguladores de crecimiento se debié bloquear (potencial osmético) al

momento de su asimilacion y evito su expresion.
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Tabla 7. Efecto de las interacciones dobles (especie x medio), (especie X
segmento), (medio x segmento) sobre el nimero de brotes, longitud de brotes,
didmetro de brotes, en tres especies de pitahaya multiplicadas in vitro.

Numero de Longitud de  Diametro de
Especie Medio Tratamiento Brote brote (cm) brote (mm)
M1 Tl 12,00+1,1b 1,00+£0,1 2,70+04a
H. megalanthus M2 T2 18,70+ 19a 1,60+0,2 230+£0,2a
M3 (testigo) T3 2,60+0,3d 1,90+0,1 1,60+0.2h
M1 T4 3,70£0,3d 0,60+0,1 1,60+£0,2b
H. undatus M2 T5 2,20+ 0,3d 1,40 £ 0,2 2,30+0,2a
M3 (testigo) T6 2,20£0,5d 2,20+£0,3 2,60+0,3a
M1 T7 8,30+£0,8¢c 0,70+0,1 1,70£0,2b
H. purpusii M2 T8 6,30+ 11c 0,90+0,1 1,40+0,2b
M3 (testigo) T9 2,40£0,3d 2,10+04 2,70+0,2a
Numerode  Longitud de Didmetro de
Especie Segmento Tratamiento Brote brote (cm) brote (mm)
(S1) T10 13,30+ 34 1,60+0,3 2,10+0,3
H. megalanthus (S2) T11 9,70+ 2,3 1,40+ 0,2 2,30+0,3
(S3) T12 10,20+ 1,9 1,40+0,1 2,10+0,3
(S1) T13 2,90+05 1,30+0,3 1,90+0,3
H. undatus (S2) T14 2,60+04 1,60+0,4 2,60+0,3
(S3) T15 2,70+ 0,5 1,20+ 0,2 2,00£0,3
(S1) T16 6,60+1,2 1,20+ 0,2 2,00+0,3
H. purpusii (S2) T17 560+0,9 1,10+£0,3 1,60+0,2
(S3) T18 500+14 1,30+0,4 2,20+0,3
NUmerode  Longitudde Didmetro de
Medio Segmento Tratamiento brote brote (cm) brote (mm)
(S1) T19 8,78+15hb 0,80+1,3 1,90+0,3
M1 (S2) T20 6,44+13c 0,75+1,3 2,00+0,3
(S3) T21 8,78+14b 0,78 +1,3 2,00+0,3
(S1) T22 11,50+ 28a 1,49+0,2 2,00£0,2
M2 (S2) T23 9,20£26b 1,30+£0,2 2,10+0,2
(S3) T24 6,44+25¢c 1,20 +£0,2 2,00+0,2
(S1) T25 2,44 £ 0,4 d 2,00+£0,2 2,30+0,3
M3 (testigo) (S2) T26 2,10+0,4d 2,10+0,3 2,20+0,3
(S3) T27 2,65+0,4d 2,10+0,3 2,30+0,3
ANOVA
Especie*Medio 0,0001 0,0871 0,0001
Especie*Segmento 0,1869 0,3679 0,1358
Medio* Segmento 0,0017 0,601 0,5292

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Media + error estandar de la muestra.
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En andlisis de varianza realizado sobre los efectos simples de los factores en
estudio, mostrd significancia estadistica (P>0,05) en la variable nimero de brote, en
especie y segmentos, mientras que para los medios se presentd significancia en
numero de brotes y didmetro de brotes (Tabla 8). H. megalanthus obtuvo mayor
nimero de brotes (11,10) mientras que las especies H. undatus e H. purpusii,
obtuvieron 2,70 y 5,70 respectivamente. Criollo et al. (2016) obtuvieron un promedio
de brotes por explante de 11,6 en tomate de arbol (Solanum betaceum (Cav.) Sendt.
con aplicaciones de AIA 0,5 mg/L™ + BAP 3,0 mg/L™.

Por otro lado, Gutierrez-Rosati (2019) obtuvo el maximo nimero de brotes
con 3,0 ppm de BAP + 0,2 ppm de ANA en Vitis vinifera. Ojeda et al. (2012), ellos
sefialan que uno de los métodos mas empleados en la micropropagacion de cactaceas,
es la utilizacion de brotes combinados con citoquininas en los medios de cultivos. En
concordancia a lo anteriormente expuesto, Carranza et al. (2013) menciona que la
caoba responde eficientemente al uso de BAP con 2 mg/L™, es posible obtener
porcentajes de 70% brotacién de explantes, ademas también se obtiene mayor

longitud de brotes en medio MS.

Para numero de brotes, los promedios mas altos se obtuvieron con los medios
de cultivo M1 y M2 con 8,00 y 9,10 brotes respectivamente, mientras que el medio
testigo (M3) obtuvo un promedio de 2,40 brotes. En términos generales, a pesar de
que en el diametro del brote y longitud del brote no hubo significancia estadistica, el
testigo (M3) mostré mejores valores. Trivellini, et al. (2020) en pitahaya amarilla
obtuvieron el promedio més alto de brotes por explante en el medio compuesto por
4,0 mg/L™* de BAP. Se encontré que el coeficiente de multiplicacién promedio fue
3,34.

Suman, Rani & Reddy (2017) obtuvieron el nimero méximo de brotes (16 +
0,82) y longitud de los brotes (3,3 + 0,17 cm) en MS + 3 mg/L™* BAP + 1 mg/L™ Kin
y 40 mg/L™" de sacarosa dentro de los primeros 25 dias del ensayo. Lema y Kulus,
(2014) sefialan que la combinacion adecuada de auxinas y citoquininas bajo
condiciones apropiadas se utilizan para romper la latencia de las yemas y aumentar la

formacidn de brotes en cactus.
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Con el segmento apical (S1) se logré obtener la mayor cantidad de brotes
promedio (7,60) en comparacion con el segmento central (S2) y basal (S3) con 5,90
y 6,00 respectivamente (Tabla 8). Zeledon y Arauz (2020) obtuvieron en Hylocereus
undatus un promedio de 9,35 cladodios en tratamiento que contenia cantidades de 1
mg/L™" de 6-BAP y 1 mg/L™ de AIA. Estos resultados superan a los obtenidos por
Zambrano et al. (2015) en pitahaya amarilla con espinas en el fruto, que agregando 1

mg/L™* 6-BAP logré el mejor resultado con 5,30 cladodios.

Tabla 8. Efecto simple de los factores especie, medios y segmentos sobre el
namero de brotes, longitud del brote y didmetro del brote en tres especies de
pitahaya multiplicadas in vitro.

Especie NuUmero de Longitud de Diametro de
brote brote (cm) brote (mm)
H. megalanthus 11,10+ 15a 1,50+0,1 2,20+0,2
H. undatus 2,70+0,3¢c 1,40+0,2 2,10+0,2
H. purpusii 570+£0,7b 1,20+£0,2 1,90+0,2
Medios NuUmero de Longitud de Diametro de
brote brote (cm) brote (mm)
M1 8,00+0,8a 0,80+0,1c 2,00+0,2
M2 9,10+15a 1,30+0,1b 2,00+0,1
M3 2,40+£02b 2,00£0,2a 2,20+0,2
Segmento Numero de Longitud de Diametro de
brote brote (cm) brote (mm)
S1 760t14a 1,40+£0,1 2,00£0,2
S2 590+10b 1,40 £ 0,2 2,10+0,2
S3 6,00£10b 1,30+£0,2 2,10+0,2
ANOVA
Especie 0,0001 0,2716 0,4142
Medios 0,0001 0,3457 0,0001
Segmento 0,0127 0,811 0,7638

Nota: Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Media + error estandar de la muestra.
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5.3.  Enraizamiento in vitro

En el andlisis de varianza realizado para la interaccion especie X segmento x
medio, mostré significancia estadistica (P>0,05) en longitud de raices (Tabla 9). Sin
embargo, los mejores promedios se encontraban entre 5,98 cm y 10,94 cm en catorce
tratamientos. En términos generales hubo varios tratamientos con excelentes

promedios (Tabla 9).

Zambrano et al. (2015) mencionan que, en pitahaya amarilla con espinas para
lograr un mayor niimero de raices, es necesaria la adicién combinada de 1 mg/L™ de
kinetina con 0,3 mg/L™ de AIA obteniendo una media de 5,20 raices. Por otro lado,
Vifas, Fernandez-Brenes, Azofeifa, & Jiménez, (2012) en micropropagacion in vitro
de Hylocereus costaricensis determinaron que el nimero maximo de raices por
plantula (3,63) y el brote mas largo (9,32) se produjo en el medio suplementado con
0,3 UM de NAA seguido de 0,5 uM de NAA. Taiz & Zeiger (2006), mencionan que
el AIB es la auxina que mas se utiliza en la estimulacion del enraizamiento, ya que
este fitorregulador es activo pese a que se metaboliza con rapidez, debido a
liberacion gradual adecuada especialmente en las etapas finales de la formacién de la

raiz.

Cabe resaltar que en los trabajos de Huang (2002), Drew et al. (2002), Pelah et al.
(2002) y Zhao et al. (2005) el enraizamiento se logré empleando como agente
enraizador el acido indolbutirico. Torres (2015) menciona que en estacas de pitahaya
(H. undatus) la combinacién de ANA + AIB, presento significancia estadistica (p<
0.05) para nimero de raices, sugiere que la adicién de auxinas y citoguininas
sintéticas, tienen una mayor efectividad frente a las otras auxinas como AlA.
Latsague (2008) por su lado recomienda que para obtener una mejor longitud de
raices es aconsejable la aplicacion exogena de auxinas en cantidades bajas para

obtener una respuesta eficaz.
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Tabla 9. Efecto de la interaccion triple (especie x segmento x medio) sobre el
namero de raices y longitud de raices en tres especies de pitahayas enraizadas in
vitro.

Numero de  Longitud de

Especie Segmento Medio Tratamiento ; .
raices raices (cm)
M1 T1 2,80+£1,0 410+£12b
Apical (S1) M2 T2 4,00 +0,7 440+12b
M3 (testigo) T3 3,00+0,5 826+1,1a
M1 T4 14011 410+12b
H. me(‘-]’é‘l';‘”thus Central (S2) M2 TS5 400%07 435+12b
M3 (testigo) T6 3,80 £0,5 726+12a
M1 T7 200+£11 480+12b
Basal (S3) M2 T8 3,60£0,7 460+£11b
M3 (testigo) T9 4,00+0,5 834+t1lla
M1 T10 6,60+ 1,1 8,00£12a
Apical (S1) M2 T11 3,00£0,8 8,88+13a
M3 (testigo) T12 2,20+ 0,7 520+12Dh
M1 T13 7,20+x1,1 880+11a
H. undatus (E2) Central (S2) M2 T14 460+0,8 598+13a
M3 (testigo) T15 2,60 +0,7 550+13b
M1 T16 7,20+1,1 794+12a
Basal (S3) M2 T17 3,60+0,8 1094+13a
M3 (testigo) T18 3,00+ 0,7 530+12b
M1 T19 7,20+1,1 488+11b
Apical (S1) M2 T20 2,40 + 1,0 6,44+11a
M3 (testigo) T21 2,40 £0,9 520+11b
M1 T22 9,60+1,2 460+11b
H. purpusii (E3)  Central (S2) M2 T23 4,20+1,0 942+12a
M3 (testigo) T24 3,80 0,9 742+11a
M1 T25 10,00+ 1,2 940+11la
Basal (S3) M2 T26 6,00 +1,0 6,12+12a
M3 (testigo) T27 4,20+0,9 520+1,1b
ANOVA
Especie*Segmento*Medios 0,8216 0,004

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)
Media + error estandar de la muestra.

En el andlisis de varianza realizado para la interaccion especie X medio,
mostrd significancia estadistica (P>0,05) en ambas variables (Tabla 10). Obteniendo
los mayores valores con promedios entre 8,60 y 6,20 en los tratamientos T3, T4, T5,
T7 y T8, en nimero de raices. Orea & Medrano (2007) sugieren que la combinacion
de 0,3 mg/L™* AIB + 0,5 mg/L™ ANA en % MS era la mas eficiente para induccién de

raices sanas.
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En longitud de raices, el tratamiento T7 obtuvo el mejor promedio con 8,90
cm. Sin embargo, las combinaciones con explantes de H. undatus e H. purpusii en el
medio (M1) presentaron los mejores valores en ambas variables. Martinez &
Martinez (2019) con la adicién de 0,25y 0,50 mg/L™ de AIA en las variables nimero

de raices y longitud de raices obtuvieron buenos resultados.

En la interaccion especie x segmento, en numero de raices mostraron los
mejores promedios que varian entre 7,20 y 6,20 los tratamientos T13, T15, T17 y
T18, en la interaccién medio x segmento de acuerdo, a los resultados obtenidos para
la variable nimero de raices los mejores promedios se situaban entre 6,40 y 6,00 en
los tratamientos T21, T22, T23 y T24. Sin embargo, el medio M2 con sus tres
segmentos (S1, S2 y S3) demostraron los mejores resultados (Tabla 10) este
comportamiento se atribuye a que el regulador de crecimiento agregado y su
dosificacion en la especie H. purpusii fue Optima y que esta respuesta no depende de

la segmentacion del explante.

Tabla 10. Efecto de las interacciones dobles (especie x medio), (especie X
segmento), (medio X segmento) sobre el nimero de raices y longitud de raices en
tres especies de pitahaya enraizadas in vitro.

Especie Medio Tratamiento Numgro de Lopgitud de
raices raices (cm)
M1 T1 2,70+05¢ 2,10+0,3d
H. megalanthus M2 T2 2,70x0,5¢ 3,50+0,9c
M3 (testigo) T3 760+x13a 3,60+x04c
M1 T4 820+x11a 6,90+0,8b
H. undatus M2 T5 860+10a 3,70+ 0,6¢C
M3 (testigo) T6 2,10x04c 2,60+0,3d
M1 T7 6,20+10a 8,90+09a
H. purpusii M2 T8 7,30+x11a 420+10c
M3 (testigo) T9 500+09b 350+0,5¢
Especie Segmento Tratamiento NUmg ro de Lopgltud de
raices raices (cm)
S1 T10 450+120Db 3,30+ 0,6
H. megalanthus S2 T11 3,70£10D 2,70+ 0,6
S3 T12 520+1.2hb 3,20+ 0,5
S1 T13 6,20x14a 3,90+£0,9
H. undatus S2 T14 550+12b 4,70+0,8
S3 T15 720x13a 4,60+£0,9
S1 T16 510+08Db 4,00+£0,9
H. purpusii S2 T17 700x11a 570+1,1
S3 T18 6,40+11a 6,70+ 1,3
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NUmero de Longitud de

Medio Segmento Tratamiento raices raices (cm)

(S1) T19 560+12b 550 +1,1

M1 (S2) T20 560+12hb 6,00£1,2

(S3) T21 6,00+12a 6,40 +1,3

(S1) T22 6,20+12a 3,13+0,7

M2 (S2) T23 6,10+ 13a 3,90 +0,7

(S3) T24 6,40+12a 4,00+0,8

(S1) T25 450+11c 2,53+04

M3 (testigo) (S2) T26 490+12c 3,40 + 0,4

(S3) T27 450+11c 3,73+04

ANOVA

Especie* Medio 0,0001 0,0001
Especie* Segmento 0,0416 0,194
Medio* Segmento 0,0017 0,9921

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)
Media * error estadndar de la muestra.

Sydney et al. (2000) determinaron que 1 mg/L™ de AIB es apropiado para la
fase de enraizamiento in vitro de Limonium latifolium (KUNTZE) y Huang et al.
(2000) reportaron en Limonium wrightii (Hance) Ktze, que el enraizamiento in vitro
de brotes adventicios se logré exitosamente con AIB a 1,2 mg/L™. El Finti et al.
(2010) estudiaron la micropropagacion in vitro de Opuntia ficus-indica y observé
enraizamiento tanto en medios que contienen reguladores de crecimiento como en
medios sin reguladores, detectando el 100% de enraizamiento en todos los medios, y
la mejor formacion de raices en medio que contenian acido indolbutirico (AIB) y
acido indolacético (AlA).

En el analisis de varianza realizado sobre los efectos simples de los factores
en estudio, en especie se mostro significancia estadistica (P>0,05) para ambas
variables (Tabla 11). La especie H purpusii obtuvo el mejor promedio en nimero de
raices (5,50) mientras que las especies H. megalanthus e H. undatus, obtuvieron
(3,10 y 4,40) respectivamente, por otro lado, en longitud de raices las especies H.
undatus e H. purpusii obtuvieron los mejores promedios entre 6,30 cm y 6,20 cm
respectivamente, mientras que la especie H. megalanthus obtuvo un menor promedio
con 4,50 cm. Sin embargo, la especie H. purpusii obtuvo los mejores promedios para

ambas variables.
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En el factor (medio), se mostro significancia estadistica en numero de raices,
mostrando que los medios M2 y M3 obtuvieron los mejores promedios 4,40 y 4,80
respectivamente, mientras que el menor promedio (3,70) fue para el medio M1. El

segmento apical (S1) fue superior con un promedio de 6,00 raices (Tabla 11).

Zeledon & Arauz (2020) mediante la micropropagacion de pitahaya amarilla,
en numeros de raices encontraron diferencias estadisticas significativas que
favorecieron a los tratamientos que se adicionaron 0,50-0,75 y 1 mg/L™ de AIA con
medias respectivas de 11,16-10,00 y 10,36

Martinez & Martinez (2019) demostraron en la propagacion in vitro de
pitahaya roja (Hylocereus undatus) que las variables nimero de brotes y nimero de
raices no presentaron diferencias entre los tratamientos con 0,50-0,75 y 1 mg/L™ de
AlA. La sintesis de auxina ocurre en el apice de la planta y presenta un movimiento
unidireccional en los tejidos parenquimatosos hacia el apice de la raiz (Taiz y Zeiger,
2013).

Tabla 11. Efecto de las interacciones simples (especie, medios y segmento) sobre
el niUmero de raices y longitud de raices en tres especies de pitahaya enraizadas
in vitro.

Especie Numgro de Lopgltud de
Raices raices (cm)
H. megalanthus 3,10£0,3¢c 450+0,7b
H. undatus 4,40+05b 6,30+0,8a
H. purpusii 550+0,7a 6,20+ 0,6 a
Medios Numgro de Lopgltud de
Raices raices (cm)
M1 370+05hb 5,30+0,7
M2 440+05a 5,40 £ 0,7
M3 480+06a 6,30+ 0,7
Segmento NUmero de Longitud de
Raices raices (cm)
S1 6,00 0,7 5,70+ 0,7
Y 3,80+£0,4 6,20+ 0,7
S3 3,20+0,2 5,00+0,7
ANOVA
Especie 0,0001 0,0013
Medios 0,0001 0,0745
Segmento 0,0241 0,1232
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Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Media + error estandar de la muestra.

5.4.  Aclimatacién ex vitro

En la variable presencia y ausencia de raices, todas las plantulas a las cuatro

semanas después del trasplante (DDT) presentaban sistema radicular.

El andlisis de varianza realizado para la interaccion especie X segmento X

medio, no mostro significancia estadistica (P>0,05) en ninguna de las variables

(Tabla 12). Sin embargo, con el tratamiento T24 se obtuvieron los mejores resultados

en porcentaje de sobrevivencia (100%) y longitud del brote (11,64 cm). En términos

generales la mayoria de los tratamientos con testigo, obtuvieron los mejores valores

(Tabla 12).

Tabla 12. Efecto de la interaccion triple (especie x segmento x medio) sobre el
porcentaje de sobrevivencia y longitud del brote en tres especies de pitahaya
aclimatadas ex vitro.

Especie Segmento Medio Tratamiento sp(?br:s\r/]it\?ejﬁc?:\ Lgp(ii;lzgrs)el

M1 T1 68,00 £ 4,3 346+10

Apical (S1) M2 T2 78,00 + 2,5 952+11
M3 (testigo) T3 96,00 £ 2,0 10,10+ 1,2

M1 T4 68,00 + 4,3 2,80+1,0

H. me?é‘i‘;‘“th“s Central (S2) M2 T5 72,00+ 2,5 9,34+ 1,0
M3 (testigo) T6 94,00 +1,8 872+19

M1 T7 66,00 + 4,5 2,50 £1,0

Basal (S3) M2 T8 74,00 + 2,5 10,20 + 1,0

M3 (testigo) T9 96,00 +1,9 8,38 +1,2

M1 T10 100,00 + 3,9 540+0,7

Apical (S1) M2 T11 100,00 £ 2,8 7,68 +0,9

M3 (testigo) T12 100,00 + 2,0 434+11

M1 T13 92,00 +4,0 550+0,7

H. ‘zg‘;‘;tus Central (S2) M2 T14 8400430  9,16+0,9
M3 (testigo) T15 86,00 + 1,9 462+1,1

M1 T16 94,00 + 4,0 550 £0,7

Basal (S3) M2 T17 96,00 £2,9 6,70+ 0,9

M3 (testigo) T18 88,00 + 1,9 492+11

H. purpusii M1 T19 90,00 + 3,8 4,04+0,9
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(E3) Apical (S1) M2 T20 90,00 + 2,8 5,30 +0,9

M3 (testigo) T21 96,80 + 1,8 9,68 +1,1
M1 T22 100,00 #+3,2 4,84+0,9
Central (S2) M2 T23 100,00 £ 2,9 6,18 £0,9
M3 (testigo) T24 100,00 + 1,7 1164+11
M1 T25 94,00 £ 2,5 7,30 £ 0,9
Basal (S3) M2 T26 100,00 £ 2,8 8,60 £0,9
M3 (testigo) T27 98,00 +1,8 1150 1,1
ANOVA
Especie*Segmento*Medio 0,6852 0,3731

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)
Media + error estandar de la muestra.

En el analisis de varianza realizado para la interaccion especie x medio,
mostro significancia estadistica (P>0,05) en ambas variables (Tabla 13). En
porcentaje de sobrevivencia se obtuvo valores promedios entre 91,30 % y 98,00 %
para los tratamientos T3, T4, T5, T6, T7, T8 y T9. En longitud de brote, los mejores
tratamientos fueron T2, T3y T9 con promedios entre 9,20 y 10,90 cm. Sin embargo,
las combinaciones de con explantes de H. purpusii con el medio testigo (M3)

presentaron los mejores valores en ambas variables.

En la interaccion especie x segmento los tratamientos T13, T15, T16, T17 y
T18, mostraron los mejores promedios en porcentaje de sobrevivencia que varian
entre 92,00 % y 100 % mientras que en longitud de brote los mejores tratamientos
fueron los tratamientos T10, T17 y T18 con promedios entre 7,60 cm y 9,10 cm y en
la interaccion medio x segmento no hubo significancia estadistica (Tabla 13). En
términos generales las combinaciones de H. purpusii con M3 (testigo) presentaron

los mejores valores en todas las variables

De acuerdo con Jieming, et al. (2017), la formulacion 6ptima del medio MS
suplementado con 55 mg/L* 6-BA y 0,10 mg/L™ NAA proporciona una
regeneracion de brotes abundante, mientras que Martinez-Montiel, et al. (2011)
demostraron que la mayor altura del brote (22,3 ¢cm), se consiguié a los 35 dias
después del trasplante de cereza del Peru (Physalis peruviana). Segin Pérez Molphe-
Balch y Davila Figueroa (2002), los porcentajes de sobrevivencia de los explantes

generados in vitro para diferentes especies de cactaceas varian de 50 a 100%.
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Tabla 13. Efecto de las interacciones dobles (especie x medio), (especie X
segmento), (medio x segmento) sobre el porcentaje de sobrevivencia y longitud
del brote en tres especies de pitahaya aclimatadas ex vitro.

Porcentaje de

Longitud de

Especie Medio Tratamiento sobrevivencia brote (cm)
M1 T1 67,30+ 2,3¢C 3,00+0,4d
H. megalanthus M2 T2 74,70+£10,4b 9,70+ 13a
M3 (testigo) T3 9440+21a 9,20+05a
M1 T4 95,30+ 1,7a 550+05d
H. undatus M2 T5 93,30+ 3,3a 7,90+0,4b
M3 (testigo) T6 91,30+3,1a 4,60+09d
M1 T7 94,70+ 2,1a 540+05d
H. purpusii M2 T8 96,70+ 2,1 a 6,70+ 0,6 C
M3 (testigo) T9 98,00+14a 10,9+0,6a
Especie Segmento Tratamiento sggl?:\?i?gﬁc?g Lg:\cii;lzgnc]i)el
s1 T10 80,70+ 4,4b 790+15a
H. megalanthus S2 T11 78,00+44c 700+11b
S3 T12 78,70+49¢c 7,00£12hb
S1 T13 100,00+ 0,0a 580+0,7b
H. undatus S2 T14 87,30+2,7b 6,40+10Db
S3 T15 92,70+ 2,7 a 57006 b
s1 T16 92,00+2,3a 6,40+09hb
H. purpusii S2 T17 100,00 £ 0,0 a 760+x11a
S3 T18 97,30+ 15a 9,10+£0,7a
Medio Segmento Tratamiento sgt:::\r/]i?gﬁc?s Lgpcii;%gn?)el
(S1) T19 86,00 + 4,8 4,50 £ 0,6
M1 (S2) T20 86,67 + 4,8 4,60+0,6
(S3) T21 85,50+ 4,8 4,70+0,6
(S1) T22 88,50 + 3,9 8,00 +0,9
M2 (S2) T23 87,50 +4,1 8,10+0,9
(S3) T24 88,70 £ 4,2 8,20+0,8
(S1) T25 95,70 £ 2,2 83011
M3 (testigo) (S2) T26 94,50 +2,5 8,30 +1,2
(S3) T27 94,50+ 2,4 8,30+£1,2
ANOVA
Especie* Medio 0,0001 0,0001
Especie* Segmento 0,0001 0,0019
Medio* Segmento 0,1665 0,8

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Media + error estandar de la muestra.



Por otro lado, Diaz-Lezcano et al. (2016) mencionan que durante el proceso
de aclimatacién observaron una supervivencia del 100% de los explantes de banana
(Musa spp.), recalcando que en el momento en que se extraen los explantes, estan
poco adaptados a crecer en un invernadero, ya que éstos han enraizado y crecido en
ambientes con una humedad relativa muy elevada y generalmente tienen estomas que
no son completamente funcionales frente a descensos de la humedad relativa, y por

lo tanto demasiado lentos para evitar la desecacion del explante.

Mizrahi & Nerd (1999) y Nerd et al. (2002) sugieren que el cultivo protegido
con malla sombra, es una buena opcién para la aclimataciéon de plantas fuera de la
camara bioclimatica porque mejora su desarrollo radicular en plantulas in vitro de

Saintpaulia ionantha “violeta africana’’.

En anélisis de varianza realizado para la interaccion simple (especie) y
(medios), mostro significancia estadistica (P>0,05) en porcentaje de sobrevivencia y
longitud del brote, mientras que en (segmento) no mostré significancia (Tabla 14).
En porcentaje de sobrevivencia la especie H. purpusii obtuvo mayor promedio (96,40
%), mientras que las especies H. megalanthus e H. undatus mostraron 79,10 % y
93,30 % respectivamente. En longitud del brote las especies H. megalanthus e H.
purpusii obtuvieron los mejores promedios 7,30 cm y 7,70 cm respectivamente,
mientras que la especie H. undatus obtuvo un promedio de 6,00 cm.

En la interaccion (medios) en porcentaje de sobrevivencia el medio testigo
(M3) obtuvo el mejor promedio (94,90 %) mientras que los medios M1 y M2
obtuvieron promedios de 85,80 % y 88,20 % respectivamente. En longitud de brote
el medio M2 y M3 obtuvieron los mayores promedios 8,10 cm y 8,30 cm
respectivamente mientras que el medio M1 obtuvo el menor promedio con 6,00 cm
(Tabla 14). En términos generales las combinaciones de H. purpusii con el medio
testigo (M3) presentaron los mejores valores en todas las variables. Este efecto
positivo sobre esta especie en particular se debe principalmente a que las condiciones
enddgenas (contenido natural de hormona) y exdgenas (ambiente y sustrato), fueron
las dptimas, y que su potencial genético es de gran expresion, por la respuesta

positiva que se observo en el establecimiento in vitro.

Segun Balaraju et al. (2011) la combinacion de suelo y vermicompostacion

(v/v 3: 1) resultdé en una supervivencia de 80 % de las plantulas de Azadirachta

37



indica A. Juss después de 30 dias de aclimatacion. La supervivencia promedio fue 73
% en las plantulas de Pterocarpus santalinus L. durante la aclimatacion, en una
combinacidn de estiércol organico y arena (v/v 1: 1). No obstante Gonzélez (2013),
menciona que en altura de explantes de la especie Rosa canina se determiné que el
tratamiento con 50 ppm de AIB present6 una altura mayor que los otros tratamientos,
pero dada la baja sobrevivencia este valor no es representativo. De acuerdo con
Martinez-Montiel, et al. (2011) la mejor altura del brote (10, 20 cm), se consiguio a

los 35 dias después del trasplante en (Physalis peruviana L.)

Para Vifias et al. (2012) la formulacion éptima del medio MS suplementado
con 5,5 mg/L™* 6-BA y 0,10 mg/L™* ANA proporciond una regeneracion de brotes
abundante y de alto porcentaje, en este estudio de supervivencia observada de mas
del 75% de Hylocereus costaricensis obtenida mediante el cultivo in vitro en
plantulas después de 60 dias en invernadero. Los explantes cultivadas en medio libre
de hormonas dieron como resultado 98,25% de supervivencia en la porcion distal y

98% en la porcion proximal.

Tabla 14. Efecto de las interacciones simples (especie, medios y segmentos)
sobre el porcentaje de sobrevivencia y longitud del brote en tres especies de
pitahaya aclimatadas ex vitro.

Especie Porcen_taje Qe Longitud del
sobrevivencia brote (cm)
H. megalanthus 79,10+ 26¢ 7,30+0,7a
H. undatus 93,30+16hb 6,00£05b
H. purpusii 96,40+t1,1a 7,70+ 0,6 a
e e orgiea e
M1 85,80+28hb 460+£04b
M2 88,20+24b 8,10+05a
M3 9490+1,3a 8,30+0,7a
Segmento Porcen_taje Qe Longitud del
sobrevivencia brote (cm)
S1 90,90+ 2,2 6,70+ 0,6
S2 88,40+24 7,00+0,6
S3 89,60 +2,4 7,30+0,6
ANOVA
Especie 0,0001 0,0001
Medios 0,0001 0,0001
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Segmento 0,1433 0,3334

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05)
Media + error estandar de la muestra.

En general, se obtuvieron porcentajes de sobrevivencia, similares a los
alcanzados por Sanchez-Moran y Pérez- Molphe-Balch (2007), quienes lograron 86
% de aclimatacion de plantas de Browningia candelaria. Este proceso de
aclimatacion resulté efectivo debido a que se logré un 100% de sobrevivencia y no
se presentd el “shock™ hidrico o de desecacion que se presenta durante el primer dia
de aclimatacion, que en algunas especies puede ser superado por la naturaleza

suculenta del cuerpo de la plantula (Malda et al. 1999).
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6. CONCLUSIONES

En el establecimiento in vitro las semillas de H. purpusii respondieron de manera
Optima a la desinfeccion y siembra en el medio MS, presentando el mejor
comportamiento con relacion a la germinacion y a la contaminacién, en contraste
con Hylocereus megalanthus e H. undatus.

La mejor respuesta de Hylocereus megalanthus en la multiplicacion in vitro se
logr6 con Kin 2 ppm + AIA 0,1 ppm, en H. undatus con BAP 3 ppm + AIA 1
ppm, mientras que en H. purpusii el comportamiento de las vitroplantulas fue
variado.

En la fase de enraizamiento se determind que el tratamiento T25, que contiene
MS 50% en combinacion con AIB al 0,1 ppm fue ideal para desarrollar el mayor
de nimero y longitud de raices.

En la aclimatacion ex vitro, la supervivencia de H. undatus e H. purpusii, fue
similar, las cuales obtuvieron los mayores valores en relacion con Hylocereus
megalanthus. Las diferencias observadas en estas especies, para la sobrevivencia
y la longitud del brote fueron minimas, sin embargo, el resultado de los patrones
de crecimiento de cada materia vegetal, dio lugar a una expresion independiente

durante la fase de aclimatacion.
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7. RECOMENDACIONES

1. Probar otros niveles de auxinas y citoquininas en materiales de pitahaya, en
combinacidn con los tres tipos de segmentos tomando como base los resultados
obtenidos en esta investigacion.

2. Evaluar otras vias morfogenéticas con las especies de pitahayas estudiadas,
especialmente con H. purpusii, que no habia sido considerada en trabajos de
multiplicacién in vitro, sin embargo, ha mostrado un buen comportamiento in
vitro y ex vitro, y serviria como aporte cientifico para la comunidad fruticola en
futuras investigaciones.

3. Disponer de un banco de germoplasma con los materiales de pitahaya empleados

y determinar su comportamiento en condiciones de campo.
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