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Resumen
La pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw) es una especie de tallos
largos, originaria de Centroamérica. El objetivo fue: la produccion plantas sanas
mediante la micro propagacion in vitro a partir de tallos seleccionados de siembra
en condiciones de laboratorio. Para la desinfeccion de los explantes se lo realizd
con NaClO 3% + Alcohol 70% con un tiempo de inmersién de 10 min. Para cada
fase hubo un rango de tiempo de 45 dias.
En la fase de iniciacion se probaron tres medios de cultivos diferentes con varias
concentraciones; el mejor tratamiento para la brotacion en esta fase fue el T3 (MS
+ BAP (2 mg. L-1) + K (2 mg. L-1)) con el 60%, y el tratamiento con menor
porcentaje fue el T1y T2.
En la fase de multiplicacion de la misma manera se examinaron tres medios de
cultivos diferentes. En dicha fase el medio de cultivo que predominé el T3 (MS + K
(8 mg. L-1)) con un coeficiente de multiplicacion con un valor 1,8; y los tratamientos
de descarte fueron T1y T2.
En la fase de enraizamiento el mejor tratamiento fue T1 MS (100%) con un 60% el
cual obtuvo mayor explantes enraizados.
Los resultados adquiridos de este estudio ofrecen una buena alternativa para la
micro propagacion de pitahaya amarilla, lo cual favorecera al establecimiento de
plantaciones comerciales sana libre de patégenos.

Palabras claves: in vitro, micro propagacion, patdgenos, pitahaya.
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Abstract
The yellow pitahaya (Selenicereus megalanthus Haw) is a species of long stems,
native to Central America. The objective was: the production of healthy plants by
micro propagation in vitro from selected planting stalks under laboratory conditions.
For the disinfection of the explants, it was performed with 3% NaCIlO + 70% Alcohol
with an immersion time of 10 min. For each phase there was a time range of 45
days.
In the initiation phase, three different culture media with various concentrations were
tested; the best treatment for sprouting in this phase was T3 (MS + BAP (2 mg. L-
1) + K (2 mg. L-1)) with 60%, and the treatment with the lowest percentage was T1
and T2.
In the multiplication phase in the same way three different culture media were
examined. In that phase, the culture media that predominated the T3 (MS + K (8
mg. L-1)) with a multiplication coefficient with a value of 1, 8; and the discard
treatments were T1 and T2.
In the rooting phase, the best treatment was T1 MS (100%) with 60%, which
obtained higher rooted explants.
The acquired results from this study offer a good alternative for the micro
propagation of yellow pitahaya, which will favor the establishment of healthy
pathogen-free commercial plantations.

Keywords: in vitro, micropropagation, pathogens, pitahaya.
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1. Introduccién
1.1 Antecedentes del problema
La pitahaya (Selenicereus megalanthus Haw) es un cactus suculento de tallos
largos, originaria de Centroamérica. Ampliamente distribuida por el resto del
continente americano. En Ecuador; estd distribuido en las provincias de
Pichincha, Morona Santiago, Loja y Santa Elena. Debido a sus caracteristicas
nutricionales, en los ultimos, se ha incrementado el consumo de esta fruta, asi
como la apertura de nuevos mercados a nivel nacional e internacional (Huachi,

et al, 2015).

La propagacion in vitro es un método alternativo para prevenir los problemas
fitosanitarios causados por diferentes especies de Fusarium, Colletotrichum y
Pectobacterium. De acuerdo con Castillo (2004), es posible reproducir plantas
en condiciones de laboratorio, para obtener material vegetal mas resistente por
ende una buena produccion; tomando en consideracion aquellos factores que se
puedan mantener controlados.

Son pocos los reportes de trabajos de micro propagacion para la pitahaya
amarilla. En estos se observa el uso predominante de la auxina 2-acido
naftalenacético (ANA), asi como las citocininas 2-benciladenina (BA) y 3
feniltidiazol-urea (Thidiazurén-TDZ); y poco se ha evaluado el efecto de la
concentracion de estas hormonas en el crecimiento. Algunos trabajos solo se
enfocaron en la produccion de callo o tejido des diferenciado (Zambrano et al.,

2015).

Asi mismo, la micropropagacion es un conjunto de métodos y técnicas que sirven
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para propagar plantas nuevas de manera asexual, con la caracteristica de estar

libre de patégenos. Por tanto, la micropropagacion del cultivo ya mencionado

ayudara a obtener plantulas que sirvan para la producciéon en campo.
1.2 Planteamiento y formulacion del problema

1.2.1 Planteamiento del problema

Es escasa la informacion cientifica sobre la propagacion in vitro para obtener
plantas completas de pitahaya que puedan ser usadas como semillas comerciales.
Dentro de este contexto, para que Ecuador alcance un nivel competitivo
sustentable frente al creciente interés por la pitahaya en el mercado internacional,
se deben fomentar y promover investigaciones que canalicen la consecucion de
una metodologia sostenible de propagacion, asi como la obtencién masiva y
homogénea de material élite con altos niveles de produccién y tolerancia a agentes
patdégenos; ademas del establecimiento programas de transformacién de plantas
por ingenieria genética a partir de genotipos seleccionados, mediante protocolos
de alto nivel de confiabilidad cientifica.

1.2.2 Formulacion del problema

¢, Se podra obtener la iniciacion in vitro de Selenicereus megalanthus Haw
(pitahaya amarilla), libre de patdégenos para garantizar una semilla sana y que
conserve las caracteristicas genotipicas y fenotipicas, a partir de parentales
seleccionadas de siembras comerciales?
1.3 Justificacion de la investigacion

Con los resultados de esta investigacion, a nivel técnico y cientifico se aportara
informaciones actualizadas, que nutriran la escasa informacion existente hasta el
momento en nuestro pais sobre la micro propagacion. El establecimiento de un

sistema sostenible de produccién de plantas altamente productivas y sanas de
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pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw) a partir de tallos seleccionados
en el campo, de acuerdo a su produccién, gue seran un gran aporte técnico en un
pais, como el nuestro, en el que este cultivo crece debido al interés internacional
de esta fruta. Ademas, los datos proporcionados con esta investigacion seran un
sélido fundamento para futuros trabajos de campo y laboratorio.
1.4 Delimitacion de lainvestigacion
e Espacio: Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Agraria del Ecuador,
Guayaquil — Ecuador, con las siguientes coordenadas UTM X: 622845.84, Y:
9752378.54.
e Tiempo: EIl trabajo de titulacion se realiz6 en un periodo de 12 meses.
(Septiembre — Septiembre).
e Poblaciéon: Los beneficiarios con este proyecto son los estudiantes de la
Universidad Agraria del Ecuador; Comunidad Agricola del pais.
1.5 Objetivo general
Comparar diferentes de medios de cultivos para la produccién de plantas sanas
de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw), mediante Ila
micropropagacion en condiciones de laboratorio de tallos seleccionados.
1.6 Objetivos especificos
* Propagar los tallos idoneos que sirvan de material parental para la
reproduccién en laboratorio.
» Determinar los medios de cultivo idoneos para la brotacion de tallos de
pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw).
» Evaluar el mejor medio de cultivo para el enraizamiento in vitro de los tallos

de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw).
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1.7 Hipotesis
Al menos uno de los tratamientos en estudio mostrara una diferencia significativa
para micro propagacion de los tallos in vitro de pitahaya amarilla (Selenicereus

megalanthus Haw).



19

2. Marco teédrico
2.1 Estado del arte
Aguilar (2015) realiz6 estudios en donde se evalud tres enraizantes (ANA,
estiércol bovino enriquecido con fésforo y dos cepas de Trichoderma harzianum
ThLE24 y ThLE26) y dos tamafios de cladodios (30 y 50 cm de altura) en la
propagacion asexual de pitahaya durante 120 dias en la regibn amazdnica,
utilizando un disefio de bloques al azar en arreglo bifactorial. Los resultados
obtenidos determinaron que los cladodios de 50 cm fueron los de mejor resultado
frente a los de 30 cm, influyendo significativamente en las variables longitud de
brotes (101,52 cm), peso de brotes (122,98 g), numero de raices (6,21) y peso
de raices (13,62 g). Por lo que se recomienda utilizar cladodios de 50 cm en la

propagacion asexual de esta planta.

Pérez (2011) estableci6é protocolos para la micro propagacion de las especies
Selenicereus megalanthus Haw y Hylocereus undatus donde se obtuvieron
explantes a partir de semillas germinadas en medio de Murashige y Skoog (MS).
Para el efecto utilizaron diferentes reguladores de crecimiento, las auxinas
fueron: &cido naftalenacético (ANA), acido indolacético (AlA), acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), y las citocininas: benciladenina (BA), 6
dimetilaminopurina (2-ip) Thidiazuron (TDZ). Con base en estos reguladores se
establecieron 11 tratamientos. Para Selenicereus megalanthus Haw el mejor
tratamiento para la generacion de brotes fue 0.1mg L -1 ANA mas 1 mg L -1 BA,

y de brotes con raiz 1.0 mg. L -1 2iP.

De acuerdo con Ruiz (2009) quien realizé un estudio en el cultivo de pitahaya



20

roja y amarilla, el cual efectué la multiplicacion estudio las fases de
multiplicacion, enraizamiento, climatizacion y el trasplante en el cultivo de
pitahaya (Hylocereus undatus Britton et Rose) cultivar Chocoya. El ensayo que
desarrollo en 4 fases: Multiplicacién con efecto de 9 medios de cultivo y tipo de
explantes (apical, central y basal).
2.2 Bases tedricas

La pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw) es una cactacea, la cual
tiene la capacidad para restablecerse demogréaficamente en un &rea perturbada,
aunque esta habilidad sea limitada. Su crecimiento natural es bastante lento, por
lo tanto, gracias a las técnicas que se emplean en la biotecnologia como la micro
propagacion in vitro, se podria propagar de manera rapida y masiva, lo que

implicaria una alternativa potencial para las cactaceas (Peréz, 2011).

Caetano Nunes, Escobar y Caetano (2014) mencionan que las pitahayas
amarillas se propagan por estacas (cladodios) y de forma natural por semillas
diseminadas por aves y otros animales. A nivel comercial, la propagacion sexual
no es recomendable, ya que durante el semillero vegetativo las plantulas
requieren de mantenimiento minucioso y tardan entre 4 y 6 afios para alcanzar
Su etapa reproductiva.

De acuerdo con Perea at el., (2014), “Los sistemas in vitro permiten establecer
estrategias para incrementar la produccion y la rentabilidad de las especies que
se propagan vegetativamente, asi como para lograr la eficiencia de las plantas

en cultivos agronGmicamente importantes”.
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Segun Avalos (2010), se han desarrollado diversos sistemas de propagacion
masiva in vitro a través del establecimiento de los tejidos en medios de cultivo
suplementados basados en tratamientos con diversos reguladores de
crecimiento vegetal: Cinetina (CIN), Isopentiladenina (2iP), TDZ, Mt vy
Bencilaminopurina BA: donde se evaluaron el tipo y la concentracion 6ptima de
citocinina para la generacion de brotes.

De acuerdo con Caetano (2012), para el procedimiento de desinfeccion previa
de explantes de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw), se debe
utilizar la secuencia de lavados con detergente Tween 20 al 1% por 10 minutos,
y agua destilada por 1 minuto, alcohol etilico al 70 % por 1 minuto, agua destilada
por 1 minuto, hipoclorito de sodio al 3% por 10 minutos, agua destilada por 1
minuto.

Segun Aguilar (2015) no se ha llegado a conocer una técnica de propagacion
gue sea idonea para la obtencion de un sistema radicular abundante para la
planta, y que sea de buena calidad, lo cual incide en un bajo rendimiento en la
produccion y la vida util de las plantas, sin embargo la implementaciéon de la
infraestructura necesaria para el cultivo, en lo que respecto a tutores, riego, etc.,
asciende a 25.000 délares por hectarea segun la empresa PITASOL, sin
embargo el costo de la fuente y su calidad lo hacen un cultivo no rentable y
valorada en el mercado internacional.

2.2.1 Origen

Su origen no estd bien definido, pero se encuentra distribuida por América
Central en donde tiene su principal desarrollo en Nicaragua y Costa Rica. En
América de sur la encontramos en Colombia, Ecuador, Perl y Venezuela.

También la podemos encontrar en forma natural en los bosques secos de
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América. Esta planta ha sido introducida y cultivada en paises de Medio Oriente

y Asia como Israel, Vietnam y Malasia (Vite, 2014).

2.2.2 Taxonomia

Nombre comun: Pitahaya amarilla (Moran, 2014)

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.

Superorden: Caryophyllanae Takht.

Orden: Caryophyllales Juss. ex Bercht & J. Presl

Familia: Cactaceae Juss.

Género: Selenicereus (A. Berger) Britton & Rose

Especie: megalanthus (K. Schum. ex Vaupel) Moran 1953

2.2.3 Morfologia

2.2.3.1. Raices

Posee un sistema de raices fibrosas, con dos o mas raices gruesas, que dan
origen a las raices secundarias, las cuales se desarrollan con mayor vigorosidad
en presencia de material vegetal en descomposicion, donde pueden llegar hasta
los cuatro metros del tallo, desarrollandose entre la capa organica y el suelo. En
suelos arenosos llega a ocupar un espacio de 30-40 cm alrededor del tallo y una

profundidad de 30 cm (Kondo et al., 2013).

2.2.3.2. Tallos
Desde el punto de vista botanico se le dice cladodios a los tallos que realizan
fotosintesis sustituyendo a las hojas, estos se caracterizan por presentar formas

aplanados. El grosor puede variar de desde los 4 a 10 cm, dependiendo de la
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exposicion a la luz, desarrollo de la planta y del clima. Otra de las caracteristicas
es que presentan tres costillas o aristas en las que se encuentran las areolas
gue son caracteristicas exclusivas de las cactaceas. Sobre las areolas crecen
las espinas que pueden estar presentes en numero de dos o tres (Suarez Moran,

2011).

2.2.3.3. Flores

Son tipicas de este género, realizan la antesis en la noche y se cierran en las
horas de la mafiana, su fragancia aumenta con el pasar de las horas. La longitud
varia entre los 30 y 40 cm y presentan abundantes protuberancias y bréacteas,
en cuya base nacen espinas largas. Del extremo nacen los sépalos de color
amarillo y los pétalos blancos. Presentan ovario infero con gran cantidad de
estambres (mas de 300) y un estigma con mdultiples divisiones (Medina et al.,

2013).

2.2.3.4. Fruto

El peso del fruto, diametro y longitud varia entre los 70 y 390 gr, 45 a 90 mm y
80 y 140 mm. Respectivamente el fruto presenta una cascara gruesa, la cual
representa entre el 46 y 55% del peso total. El fruto es una baya de color amarillo
con protuberancias de nombre mamillas. Tienen un gran nimero de semillas de

color negro (Alvarado J. , 2014).

2.2.3.5. Semilla
Las semillas tienen una longitud de 2 a 4mm. Aproximadamente presentan una

tonalidad café oscura pero cuando el fruto esta totalmente maduro adquiere un
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color negro mate. Cada fruto contiene alrededor de 650 semillas distribuidas por

todo el fruto (ICA, 2012).

2.2.3.6. Requerimientos de clima

INTA (2014), menciona que los requerimientos de clima del cultivo de pitahaya
son:

Temperatura: El rango de temperatura dentro del que se adapta la pitahaya
oscila entre 28°C y 30°C, siendo 29°C la temperatura Optima para su desarrollo
vegetativo y reproductivo (Jimenez et al., 2017).

Precipitacién: Durante la floracibn requiere lluvias moderadas, altas
precipitaciones causan la caida de flores. Se considera que las precipitaciones
Optimas estan entre 500 a 700 mm/afio (Sanchez et al., 2014).

Altura: La pitahaya crece adecuadamente desde el nivel del mar hasta los 800
msnm (Saltos Guale, 2015).

Luz: Para su optima desarrollo requiere de altos niveles de foto fase. Se ha
comprobado que la exposicion solar es esencial para el desarrollo de los
procesos fisiolégicos, excesivos periodos de escoto fase reducen
significativamente los rendimientos de este cultivo (Infoagro, 2015).

2.2.3.7. Cosechay post cosecha
Los frutos se cosechan cuando comienzan a “pintar” y se dejan madurar a la
sombra, en un lugar seguro, para preservarlos del dafio ocasionado por pajaros

y roedores. En la cosecha se debe usar tijeras de podar bien afiladas para no
lesionar la base de los frutos (Vasquez, y otros, 2016) (p.3).

En ambiente natural, el fruto recién maduro dura de cinco a seis dias, y el que
se cosecha “pinto” apréximamente, se conserva ocho dias. Los frutos sazones
con madurez fisiologica tienen un periodo de conservacion de nueve a once dias
(Alvarado, 2014).

Los frutos cortados verdes o pintos y conservados en temperatura de 10-12°C,

adquiere lentamente su madurez. Sin embargo, el color rojo de la cascara no es

tan intenso, pero el color de la pulpa y la palatabilidad no es afectado. Durante
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la cosecha, colecta y manejo correcto de los frutos es importante conocer
algunas caracteristicas directamente relacionadas con las fases de maduracion
y corte de los mismos, ademas del manejo pos cosecha, especialmente si es

para exportaciéon (Castro Mora).

La cosecha debe realizarse de forma y los cortes mediante el uso de tijeras de
podar se realiza el corte desde la vaina sin dafiar el fruto, su recoleccion debe
ser en cubetas plasticas eliminando las espinas que se encuentran presentes
con un cepillo de cerdas duras, lo que implica que esta actividad se realice de
forma delicada para evitar lesiones y reduciendo los riesgos de contaminacion,
también es importante recordar la desinfeccion de ropa y de las herramientas de
recoleccion; la misma que se realiza cuando el fruto tiene sus % partes de

tonalidad amarilla asi no sufre mientras se transporta (Guerrero, 2014).

Las épocas de cosecha que son significativas en las plantas de Pitahaya amarilla
son en los meses de enero — abril, junio — agosto y octubre — diciembre, pero su
precio varia si la temporada es alta o baja. La cosecha se realiza 18 meses
después del trasplante, en el quinto o sexto afio la plantacion alcanza un
promedio de 10 toneladas de produccién por hectarea con una densidad de 1100

plantas/ha (Andrade y Vaca, 2016).

El tratamiento post cosecha de pitahaya amarilla abarca las operaciones
técnicas como la recepcion, clasificacion, corte del pedunculo, limpieza,
desinfeccion, secado, tratamiento post cosecha. Al llegar de campo las frutas se

pesan y almacenan en areas refrigeradas a temperaturas de 10 — 12 °C, después
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se van clasificando las frutas que presentan dafios (causado por patdégenos,
dafios mecanicos al momento de su transporte o por manchas), una vez
clasificadas se procede a eliminar el pedunculo y se procede a ordenar la fruta
por peso y color, a continuacion se colocan las frutas en tinas con para cepillarlas
eliminando asi las impurezas del exterior, continuando con la limpieza se
sumergen en una solucion de Mertec al 0,1% durante un tiempo estimado de 1
minuto, también pueden usarse acidos organicos (acido citrico, tartarico y
lactico), posteriormente se colocan las frutas sobre mesas con ventilacién para
que la solucién escurra y se elimine el exceso de humedad. Para una mayor vida
uatil de la fruta se aplican tratamientos como: pre-friamento, almacenamiento
controlando la temperatura, la humedad relativa, atmosferas modificadas y

recubrimientos comestibles (Paredes Bautista, 2014).

2.2.3.8. Costos de produccién
“El cultivo de pitahaya, en general, tiene un costo de inversion de 25 mil dolares

por hectarea para un cultivo tecnificado” (Delgado, 2015).

Al iniciar todo este proceso, la construccion de los tutores de cemento tiene un
precio de $12,00 c/u, los mismos pueden tener una duracion de unos 50 afios
aproximadamente, o también se puede usar de plastico reciclado relleno de
cemento, con un tiempo de vida util de 100 afios, y el costo de este material es

de $7,00 c/u (Castafieda X. , 2015).

La primera produccion se da a los 18 meses y a los tres afios obtenemos 100

frutas por plantas casi todo el afilo. En este punto es donde se empieza a
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estabilizar la inversibn a un peso por fruta de casi 600 gramos con una
rentabilidad de casi $30.000 al afio por hectérea. El kilo de pitahaya (3 unidades)
tiene un precio de $3,50 pero este precio depende de la temporada, ya que kilo
de esta fruta puede llegar a costar en un supermercado unos $4,30,
dependiendo del tratamiento de higiene y limpieza de impurezas, para luego ser

presentada al consumidor (Castafieda C. , 2015).

2.2.3.9. Cultivo in vitro

Cuando se desea multiplicar una planta para mantener sus caracteristicas, se
debe utilizar la propagacion por via vegetativa, siendo la estaquia y la injerta las
formas méas utilizadas. También se puede realizar la propagacion in vitro, siendo
indicado en ocasiones cuando el material vegetativo que se desea multiplicar es
muy escaso Yy de gran importancia, ya que es un método relativamente caro y
que necesita una estructura especializada, pudiendo ser un método util para la

conservacion de germoplasma (Castro Correia da Silva, 2014).

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 afectan el crecimiento. El avance
alcanzado por las ciencias biol6gicas ha permitido en los ultimos 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 I. , 2010).
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La micro propagacion y propagacion vegetativa permiten emplear técnicas de
seleccién y mejoramiento de las caracteristicas favorables de estas plantas por
medio de la seleccién clonal (Vegas, y otros, 2015).

Las caracteristicas que pueden mejorarse cubren un amplio rango de
posibilidades; por ejemplo, la resistencia de las plantas a las variaciones de
temperatura, la sequia, a crecer en suelos pobres o con caracteristicas
desfavorables, como acidez o alcalinidad excesiva, salinidad alta o saturacién
de humedad. Es posible conseguir mediante propagacion asexuada, plantas con
caracteristicas semejantes a uno de los padres, a los dos o0 a ninguno de ellos,
generando materia con caracteristicas diversas, y luego seleccionar aquellos

con caracteristicas deseadas (Hernandez, 2010).

Segun Jamilah 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. De esta forma a partir
de trabajos in vitro se pueden seleccionar caracteristicas favorables para la
especie en cuestion.

La principal ventaja de esta técnica estriba en la multiplicacion rapida de material
clonal libre de enfermedades. Esta caracteristica ha servido para introducir
rapidamente en el mercado nuevas variedades de plantas obtenidas mediante
seleccidn, mutacion, programas de mejora 0 manipulacion genética (Canal et al.,

2001).

2.2.3.9.1 Pasos necesarios para generar plantas a partir de ex plantes aislados.
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“En los protocolos utilizados durante el cultivo in vitro se pueden distinguir las

siguientes etapas”. (Segretin, 2006).

a. Eleccion de la planta y/o tejido donante de ex plantes.

b. Establecimiento, que consiste en la desinfeccion de los explantes
(generalmente con hipoclorito de sodio) y su posterior adaptacion al medio
artificial de modo de inducir callo, brote, raiz o embriébn somatico segun se

desee (Montesinos et al., 2015).

c. Multiplicacién, para generar una masa vegetal suficiente para la
regeneracion del niumero de plantas necesarias (Suarez R. , Caetano,

Ramirez, y Morales, 2014).

d. Enraizamiento, en la que se busca la formacion de raices con el fin de
convertir los brotes o embriones somaticos en plantulas completas (Veliz,

2017).

e. Climatizacion, que es el pase de las plantulas obtenidas in vitro a las
condiciones ambientales ex vitro (suelo o algun sustrato inerte) (Gil et al.,

2017).

2.2.3.9.2 Contaminacion en la micro propagacion.
La contaminacion por microorganismos continta siendo hoy dia, uno de los
principales problemas para los micro propagadores de plantas en el mundo. Por

esta razén, las pérdidas en el cultivo de tejidos de numerosas especies son
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cuantiosas, lo cual hace econdmicamente ineficientes muchos procesos (Montiel

, 2017).

Entre los microorganismos frecuentemente aislados como contaminantes, se
menciona a los hongos filamentosos, las bacterias y las levaduras (Alvarado Capo,

2008).

2.2.3.10. Medio de cultivo MS (Murashige & Skoog)

El medio MS (Murashige & Skoog, 1962) es el mas utlizado para la
micropropagacion de muchas especies vegetales, obteniendo un 50% de
adaptacion ya que presenta una concentracion iénica alta y las concentraciones
de nitr6geno, potasio, zinc son mas elevadas en comparacion a otros medios de

cultivo (Rodriguez et al., 2014).

Este medio esta formado por macro elementos, micro elementos, agua, sales
inorganicas, fuente de carbono, fuente de energia, vitaminas, y sustancias
reguladoras de crecimientos estos elementos son esenciales para la formacion
del medio, también hay elementos que son opcionales como aminoécidos,

amidas y acidos organicos (Chocaca, 2017).

2.2.3.11. Reguladores de crecimiento

2.2.3.11.1 ANA

El ANA (4cido naftalenacético) es una auxina sintética que es utilizada con
frecuencia para estimular la formacién de raices adventicias, el ANA se utiliza
por que no se degrada con facilidad ante las enzimas naturales propias de las

plantas ni por los microorganismos (Basantes Mantilla, 2011).
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2.2.3.11.2 BAP

El BAP (6- bencilaminopurina) es una citocinina que se utiliza con frecuencia en
la propagacion in vitro puede ser empleada con auxinas o cinetinas. Las
citocininas son importantes para la propagaciéon vegetal de organogénesis pero
cada citocinina tiene una diferencia en su concentracion para el desarrollo de los

brotes (Quiala Mendoza, 2012).

2.2.3.11.3 CINETINA

Es una citocinina que se usa con frecuencia en la siembra in vitro para promover

la division celular, en la formacion de callo. La cinetina es producto de la

degradacion térmica de los ADN que no estan presentes en las plantas

(Albadalejo et al.).

2.2.3.11.3 Prueba de KOH

KOH “es la abreviatura de hidroxido de potasio, la solucién que se utiliza en la
prueba. Es una formula que ayuda al diagnéstico y deteccion de bacterias Gram

negativas, micosis, entre otros” (Cores y Scarzella, 2016).

2.3 Marco legal

De acuerdo con el Titulo Il Derechos en su Capitulo Segundo Derechos del buen
vivir; Seccion Primera Agua y Alimentacion en su Art. 13 de la Constitucion del
Ecuador (2008) menciona que: Las personas y colectividades tienen derecho al
acceso seguro y permanente a alimentos sanos, suficientes y nutritivos;
preferentemente producidos a nivel local y en correspondencia con sus diversas
identidades vy tradiciones culturales. El Estado ecuatoriano promovera la
soberania alimentaria.

De acuerdo con el Titulo VI Régimen de Desarrollo en el Capitulo Tercero
Soberania Alimentaria del Art. 281 de la Constitucién (2008) en el item N° 9 nos
menciona que se debe regular bajo normas de bioseguridad el uso y desarrollo
de biotecnologia, asi como su experimentacion, uso y comercializacion.
Conforme con la Constitucion (2008) en el Titulo VII Régimen del Buen Vivir en
el Capitulo Primero Inclusion y equidad en la Seccién Octava Ciencia,
tecnologia, innovacién y saberes ancestrales nos dice en su Art. 388 que El
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Estado destinard los recursos necesarios para la investigacion cientifica, el
desarrollo tecnologico, la innovacién, la formacion cientifica, la recuperacion y
desarrollo de saberes ancestrales y la difusion del conocimiento. Un porcentaje
de estos recursos se destinara a financiar proyectos mediante fondos
concursables. Las organizaciones que reciban fondos publicos estaran sujetas
a la rendicion de cuentas y al control estatal respectivo.

Segun la Constitucion (2008) en el Titulo VII Régimen del Buen Vivir en el
Capitulo Segundo de Biodiversidad y recursos naturales en su seccion segunda
de Biodiversidad nos dice en su Art. 400.- El Estado ejercera la soberania sobre
la biodiversidad, cuya administracion y gestion se realizara con responsabilidad
intergeneracional. Se declara de interés publico la conservacion de la
biodiversidad y todos sus componentes, en particular la biodiversidad agricola y
silvestre y el patrimonio genético del pais.

Conforme con la Constitucion (2008) en el Titulo VIl Régimen del Buen Vivir en
el Capitulo Segundo Biodiversidad y recursos naturales en la Seccion Segunda
Biodiversidad en su Art. 401 nos dice que: Se declara al Ecuador libre de cultivos
y semillas transgénicas. Excepcionalmente, y sélo en caso de interés nacional
debidamente fundamentado por la Presidencia de la Republica y aprobado por
la Asamblea Nacional, se podran introducir semillas y cultivos genéticamente
modificados. El Estado regulara bajo estrictas normas de bioseguridad, el uso y
el desarrollo de la biotecnologia moderna y sus productos, asi como su
experimentacion, uso y comercializacion. Se prohibe la aplicacion de
biotecnologias riesgosas o experimentales.
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3. Materiales y métodos
3.1 Enfoque de lainvestigacion

3.1.1 Tipo de investigacion

Los datos utilizados en esta investigacion tuvieron la modalidad experimental y
el area donde se trabajé fue en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Agraria del Ecuador.

Esta investigacion fue de tipo descriptiva, explicativa y las metodologias
utilizadas en la fase experimental fueron de tipo hipotético, deductivo, analitico y
observacion cientifica.

3.1.2 Disefio de investigacién

*Investigaciéon experimental: En la presente investigacion se utilizaron
diferentes variables independientes, que determinaron qué efecto tuvieron
sobre las variables dependientes.

* Investigacion descriptiva: Esta investigacion permitié obtener datos que se
analizaron en el transcurso de la misma, con el fin de obtener resultados
significativos y obtener una relacion entre las variables.

* Investigacion explicativa: Se explic6 con detalle cualquier suceso
determinado durante la investigacion.

3.2 Metodologia

3.2.1 Variables

3.2.1.1 Variable independiente
Medios de cultivos.

3.2.1.2 Variable dependiente

eFase de Iniciacion: Porcentaje de Brotacion (PB)

e Fase de Multiplicacién: Coeficiente de Multiplicacién (CM)
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eFase de enraizamiento: Porcentaje de enraizamiento (PE)

3.2.2 Tratamientos

Las plantas madres de 1m aproximadamente luego de ser recolectadas en el
campo se sembraron en fundas negras con 1 kilo de tierra por cuatro meses para
la obtencion de nuevos brotes, y se colocaron en condiciones de luz al aire libre en
condiciones de campo.

Dentro de una camara de flujo laminar estos brotes (1 a 5 cm), fueron
desinfectados con hipoclorito de sodio al 3%, seguido de alcohol al 70% y luego
con ADE tres veces por 5'.

Se disertaron un corte transversal, dejando a los explantes de 1cm. Luego, se
los coloco en frascos de vidrio 4cm de altura con 4cm de diametro, que contenian
25 ml de los diferentes medios de cultivo en estudio y se mantuvieron 45 dias en
condiciones de asepsia (12 horas luz y 12 horas de oscuridad).

Tabla 1. Descripcién de los tratamientos a utilizar en la iniciacion de tallos de
Pitahaya amarilla.

No. Tratamiento Descripcion
1 MS + BAP (1 mg.L?)
2 MS + BAP (3 mg.L?) + ANA (0,1 mg.L?)
3 MS + BAP (2 mg.L%) + K (2 mg.L?)

Gonzalez, 2018.

En la fase de iniciacion se determiné mediante el célculo del porcentaje de
brotacién. Ademas, se evalu6 el porcentaje de contaminacién en las siembras
iniciales.

Para determinar la presencia de Pectobacterium carotovora en los explantes

iniciales, se utilizo la prueba del KOH (Hidréxido de potasio), para detectar estas
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bacterias Gram negativas, la cual es el agente casual de la pudricién blanda del
tallo, la mas importante en el control fitosanitario.

Los brotes que sobrevivieron en esta fase fueron utilizados para la fase de
multiplicacion. En esta fase también se experimentd con tres medios de cultivos y
uno de ellos escogido de la fase de iniciacion.

Para la fase de multiplicacion de la misma manera se utilizé la camara de flujo
laminar. Se tomaron los explantes y se disertaron en secciones de 1 cm, que
inducira las yemas axilares para volverlos a sembrar en los nuevos medios a
probar, dichos explantes se mantuvieron por 45 dias a 12 horas luz.

Tabla 2 Descripcion de los tratamientos utilizados para la fase de
multiplicacién.

No. Tratamiento Descripcion
1 MS + BAP (2 mg.LY) + K (2 mg.L?)
2 MS + BAP (4 mg.L?) + K (4 mg.L?)
3 MS + K (8 mg.L)

Gonzalez, 2018

De la misma manera para la fase de enraizamiento se utilizaron explantes (tallos)
in vitro de £ 0,5 cm y se implementaron tres medios diferentes para comprobar el
medio mas eficiente para dicha fase.

Tabla 3. Descripcion de los tratamientos a utilizar en el enraizamiento de
brotes de Pitahaya amarilla.

No. Tratamiento Descripcion
1 MS (100%)
2 % MS (50%)
3 MS + ANA (0,5 mg.L?)

Gonzalez, (2018)
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3.2.3 Disefio experimental

En la fase de iniciacion al pasar los 45 dias se aplico el disefio experimental
completamente al azar de tres tratamientos con 10 repeticiones cada uno y se
evaluaron las variables con el método de Kruskall Wallis con el 5% de error, debido
a las caracteristicas de los datos los cuales son no paramétricos por eso utilice el
método ya mencionado.

En la fase de multiplicacion se utilizé la formula de coeficiente de multiplicacion
con tres tratamientos y 5 repeticiones cada uno y se evaluaron las variables con la
formula de coeficiente de multiplicacion.

N° de brotes totales

CM =
N° de brotes iniciales

En la fase de enraizamiento se utilizo el disefio experimental completamente al
azar de tres tratamientos con 5 repeticiones cada uno, por sus caracteristicas no
parameétricas las variables se evaluaron con el método de Kruskall Wallis con el 5%
de error.

3.2.4 Recoleccion de datos

3.2.4.1 Recursos

+ Materiales y herramientas: Se utilizaron vasos de precipitacién, frascos de

vidrio, bisturi, pinzas, papel aluminio, papel filtro, servilletas, alcohol, cloro, agua

destilada.

+ Material experimental: Tallos de pitahaya amarilla, medios de cultivos.

* Recursos humanos: Tesista, Tutor.

* Recursos econdémicos: El trabajo fue financiado por recursos propios del

Tesista y la Universidad Agraria del Ecuador.
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Materiales Cantidad Costo unitario Costo total
Tallos de Pitahaya 10 $2,25 $22,50
Medios de cultivos 1 $200,00 $200,00
Caja de hojas de bisturi 1 $7,00 $7,00
Papel aluminio 1 $5,00 $5,00
Rollo de papel absorbente 1 $2,60 $2,60
Frascos de vidrio 30 $1,65 $49,50
Bolsas plasticas 10 $0,05 $0,50
Alcohol 1 $2,30 $2,30
Pinzas 2 $1,20 $2,40
Cloro 1 $2.10 $2,10
Total 58 - $293,90

Gonzalez, 2020

3.2.4.2 Métodos y técnicas

e Método inductivo: Este método permitié observar los resultados obtenidos

con la finalidad de cumplir los objetivos e hipotesis planteadas.

e Meétodo deductivo: Permitié observar casos particulares de la investigacion

a través de principios, teorias y leyes.

e Método sintético: Permiti6 establecer y relacionar los resultados para

construir la discusién, conclusiones relacionadas bajo la perspectiva de

totalidad de la investigacion.

3.2.5 Andlisis estadistico

3.2.5.1. Anélisis funcional

Para la comprobacion experimental se realizé el andlisis no paramétrico de

Kruskall Wallis.
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3.2.5.2. Esquema del andlisis no paramétrico (Kruskall Wallis)

H= 12 ¢ RC 3(N+1
TNWIN+1) “F g ( )

3.2.5.3. Hipotesis estadisticas

Ho: Ninguno de los tratamientos sera adecuado para la iniciacién, multiplicacion
y enraizamiento de los tallos.

Ha: Por lo menos uno de los tratamientos serd el mas adecuado para la
iniciacion, multiplicacion y enraizamiento de los tallos.

3.2.5.4. Delimitacion experimental

Tabla 5. Ensayo para la iniciacion in vitro de tallos de Pitahaya amarilla.
Variable Descripcién

Tipo de Siembra - In vitro

NuUmero de tratamientos 3
Numero de Repeticiones 10
Numero de unidades experimentales 30

Siembra después de almacenamiento
Gonzalez, 2018

Tabla 6. Ensayo para la multiplicacién in vitro de tallos de Pitahaya amarilla
Variable Descripcién

Tipo de Siembra - In vitro

NuUmero de tratamientos 3
Numero de Repeticiones 5
Numero de unidades experimentales 15

Gonzalez, 2018
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Tabla 7. Ensayo para el enraizamiento in vitro de tallos de Pitahaya amarilla.
Variable Descripcion

Tipo de Siembra - In vitro

Numero de tratamientos 3
Numero de Repeticiones 5
Numero de unidades experimentales 15

Gonzalez, 2018
3.2.5.5. Manejo de ensayo

o Seleccidn, recoleccion y propagacion de las plantas madres

Los tallos de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw), de 12 afios
de edad, fueron recolectados en la finca “Las garzas” ubicada en la comuna
Limoncito (Figura 1). Estas plantas se encontraban en campo abierto; la produccion
de dicha finca es utilizada para la exportacion al mercado de Estados Unidos de

Ameérica, por lo cual recibian tratamientos fitosanitarios y fertilizaciones.

La recoleccion de material vegetal se llevé a cabo en horas de la mafana, del
mes de septiembre del 2018. Se escogieron 10 tallos al azar tomando en cuenta

los que ya hayan fructificado con un tamafio de 1m aproximadamente.

Una vez recolectados se trasladaron a la ciudad de Guayaquil, en donde se
procedio a cortar 5 cm para dejar la nervadura central limpia en la parte basal y
proceder a sembrarlas en fundas de polietileno en las cuales permanecieron por
cuatro meses hasta que los tallos dieran nuevos brotes, los cuales fueron utilizados

para el presente trabajo.

e Material genético: Pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw).
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e Riego: Se realiz6 riego constante para que el tallo lograran enraizar y formar
brotes; una vez que los tallos lograron enraizaron comenzaron a salir los
brotes que se utilizo para el presente estudio.

e Medios de cultivo: En la fase de iniciacion se utilizaron tres tipos de medios
de cultivo MS suplementado con BAP y Cinetina. Los medios utilizados en
esta fase tenian un pH 5.8; fueron esterilizados en la autoclave durante 20
minutos. Los cultivos se mantuvieron por 45 dias y con un fotoperiodo de 12
horas luz. La fase de multiplicacion se realiz6 con medios de cultivo formado
por MS complementados con BAP y Cinetina. Y en la fase de enraizamiento
MS y ANA.

e Toma de muestra: Los brotes para el estudio fueron tomados de los tallos

recolectados en Limoncito.

3.2.5.6. Variables a evaluarse

Fase de Iniciacion

* Porcentaje de Brotacién (PB): Se realizaron observaciones de los tallos
introducidos al proceso de iniciacion a los 30 — 45 dias.

Fase de Multiplicacién

» Porcentaje de Multiplicacion (PM): Se realiz6 observaciones de los tallos
introducidos al proceso de iniciacion a los 30 — 45 dias.

Fase de Enraizamiento

+ Porcentaje de Enraizamiento (PE): Se obtuvo los datos de enraizamiento

de los brotes in vitro a los 30 dias después de la siembra.
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4. Resultados

4.1Seleccion de tallos idoneos que sirvan de material parental para la
reproduccion en laboratorio.

La seleccién de tallos se realizé junto con los trabajadores que estaban
cosechando la fruta el dia de la recoleccién. Se procedié a cortar desde la base del
tallo dejando 5 cm expuesta la nervadura central por 5 dias. Al pasar estos dias se
colocaron en fundas de polietileno de 1 kilo con tierra de siembra esterilizada y se
las ubicaron en un lugar donde tenian 12 horas de luz para su desarrollo. Los tallos
permanecieron por 4 meses, luego de ese tiempo los brotes nuevos fueron
utilizados para el estudio teniendo un tamafio de 1cma5 cm.

4.2 Determinar los medios de cultivo idoneos para la fase de iniciaciéon y
multiplicacién de tallos de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus
Haw).

4.2.1 Desinfeccion de explantes

A los 45 dias hubo una gran pérdida de explantes en dos de los medios en
estudio debido a los explantes iniciales.

Tabla 8. Contaminaciéon de explantes en la fase de iniciacion.

. L # Promedio Promedio
. Contaminacion . L . .,
Variables (%) de expl_antes contamlnaglon contaminacién
contaminados por bacterias por hongos
1 MS+BARPQ 93,33 28 21 7
mg.L -1)
MS + BAP (3
T2 mg.L-1) + ANA 80,00 24 4 20
(0,1 mg. L-1)
MS + BAP (2
T3 mg.L -1) + K (2 40,00 12 5 7
mg. L -1))
Promedio 71,11 21.33 10 11,33

Gonzalez, 2020
Como se puede apreciar en la tabla 9, el promedio de contaminacion de los

explantes en la fase de iniciacion fue 71,11. La contaminacion de los explantes en
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estudio se pudo dar de manera interna es decir viene directamente del mismo
explante o externa como una deficiente desinfeccion de los brotes aun cuando se
utilizé cloro al 3% del ingrediente activo. Podemos observar en la figura 2 la

contaminacion que afecto a los explantes en la fase de iniciacion.

Figura 1. Contaminacién de explantes (brotes) por hongos y bacterias

En la tabla 9, podemos observar los promedios de contaminacién por bacterias
y hongos fueron altos. Al realizar la prueba KOH, en las bacterias presentes no se
observa el hilo correspondiente a la presencia de bacterias Gram negativas como
la Pectobacterium; Esta bacteria tiene gran importancia en el cultivo de pitahaya.
Por lo cual se descarta la presencia de dicha bacteria, pero se obtuvo otro tipo de

bacteria y hongos que produjeron dafios en los explantes.
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4.2.2 Fase deiniciacion
4.2.2.1. Porcentaje de brotacién (PB)

Tabla 9. Porcentaje de brotacién de los tres medios en estudio en la fase de
iniciacion.

Variables N Medias (%) E.E. H P
T1 MS+BAP (1 mg.L-1) 10 6,60 13,91 9,65 0,0026
T2 MS +BAP (3mg.L -1) + ANA 10 20,00 42,16
(0,1 mg.L-1)
T3 MS+BAP (2mg.L-1)+K (2 10 60,00 34,54
mg. L -1))

Gonzalez, 2020

Segun el resultado estadistico con la prueba de Kruskall Wallis de la tabla 7, en
referencia al porcentaje de brotacion de los tres medios en estudio, indica que
existe una diferencia significativa entre los tratamientos, dando con un valor mayor
al tratamiento T3 (MS + BAP (2 mg.L -1) + K (2 mg. L -1)), con 60% de brotacién,
seguido con el T2 (MS + BAP (3 mg.L -1) + ANA (0,1 mg. L -1) con un 20% de
brotacion y con un porcentaje menor el T1 (MS + BAP (1 mg.L -1)) con 6,60%.

Una vez definido el medio mas eficiente en la fase de iniciacion se realizo otra
siembra en la cual se utilizé 2 brotes en cada frasco, dando un total de 20 explantes.

Luego de haber realizado la comparacion de los tres tratamientos en la fase de
iniciacion, se escogié el T3 para realizar un reciclaje y se obtuvo el 80% de
brotacion, lo que permitié continuar con la fase de multiplicacién en los brotes

obtenidos. Todo lo mencionado también lo podemos observar en la figura 3.
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PORCENTAJE DE BROTACION

DTACION

% DE BRI

Tratamientos

Figura 2. Porcentaje de brotacion en la fase de iniciacion.
Gonzalez, 2020

4.2.3 Fase de multiplicacion

4.2.3.1. Coeficiente de multiplicacion (CM)

Como refleja la tabla 11, el mejor tratamiento para la multiplicacion de explantes
de pitahaya amarilla es el T3, dando un CM de 1.8, seguido por el T2 con 1.6 y por
ultimo el T1 con 1.2 siendo el medio que menos brotes de multiplicacion tuvo, lo
gue significa que se logré duplicar el niumero de brotes con este medio a los 45
dias después de la siembra.

Tabla 10. Coeficiente de multiplicacion de los tratamientos en estudio.
N° de N° de

Variables brotes brotes
iniciales totales

Coeficiente de
multiplicacion

MS + BAP (2 mg.L-1) +

T1 1.2
K (2 mg.L-1) > °
T2 MS + BAP (4 mg.L-1) + . 8 16
K (4 mg.L-1)
T3 MS + K (8 mg.L-1) 5 9 1.8
Total 15

Gonzélez, 2020
En la figura 3, se puede observar los nuevos brotes obtenidos en la fase de

multiplicacion, los mismos que fueron utilizados para la fase de enraizamiento.
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Figura 3. Obtencion de nuevos brotes en laboratorio.
Gonzalez, 2020

El promedio de contaminacion del presente estudio en esta fase fue de 26,67. Se
puede observar en la tabla 11, que los tratamientos tuvieron una contaminacion
baja.

Tabla 11. Promedio de contaminacion en la fase de multiplicacion.

Variables Contaminacion (%)
T1 MS + BAP (2 mg.L-1) + K (2 mg.L-1) 20,00
T2 MS + BAP (4 mg.L-1) + K (4 mg.L-1) 40,00
T3 MS + K (8 mg.L-1) 20,00
Promedio 26,67

Gonzélez, 2020
4.3 Analizar el mejor medio de cultivo para el enraizamiento in vitro de los
tallos de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw).
4.3.1. Porcentaje de enraizamiento
Segun el andlisis estadistico con la prueba de Kruskall Wallis de la tabla 13, en
referencia al porcentaje de enraizamiento de los tres medios en estudio en esta
fase de enraizamiento, indica que no existen diferencias significativas entre los

tratamientos, predominando el T1 con 60% de enraizamiento, seguido con el 40%
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de los T2 y T3 que tuvieron el mismo porcentaje. Podemos observar los resultados
graficamente en la figura 4.

Tabla 12. Porcentaje de enraizamiento de los tres medios en la fase de
enraizamiento.

Variables N Medias E.E. H P
(%)
T1 MS (100%) 5 60,00 0,00 1,50 >0,9999
T2 MS (50%) 5 40,00 0,00
T3 MS + ANA (0,5mg.L-1) 5 40,00 0,00

Gonzalez, 2020.
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Figura 4. Porcentaje de enraizamiento.
Gonzalez, 2020

4.3.2. Promedio de contaminacion
Como se demuestra en la tabla 13; respecto a la contaminacion en esta fase
hubo un promedio de 53,33.

Tabla 13 Porcentaje de contaminacion de la fase de enraizamiento.

Variables Contaminacion (%)
T1 MS (100%) 40,00
T2 MS (50%) 60,00
T3 MS + ANA (0,5 mg.L -1) 60,00
Promedio 53,33

Gonzalez, 2020
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5. Discusion

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en esta investigacién sobre la
micro propagacion in vitro de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus Haw).

Para la iniciacién se utilizaron brotes nuevos obtenidos de plantas sembradas
en fundas y conservadas en condiciones ex vitro en un vivero casero, lo cual
permitié el mayor acceso a los explantes, cosecharlos y procesarlos a la manera
inmediata.

En la desinfeccion de los explantes realizada en la fase de iniciacion con NaClO
al 3% seguido por alcohol al 70% y agua destilada esterilizada, tuvo como promedio
de contaminacion el valor 71,11; lo cual es un promedio muy alto perdiéndose una
gran cantidad de explantes de pitahaya amarilla sobretodo en la época lluviosa.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos con Vasquez et al., (2012), quienes
mencionan que para obtener un promedio de contaminacién bajo se debe aumentar
el porcentaje de NaClO para obtener una mejor asepsia.

Después de haber realizado el analisis estadistico; en la fase de iniciacion, el
medio de cultivo que tuvo mayor porcentaje de brotacion fue el T3 (MS + BAP (2
mg. L) + K (2 mg. L)) con un 60% seguido por el T2 con 20% y el T1 con 6,60%;
es decir que gracias al medio de cultivo del T3 se obtuvo mejor brotacién en dicha
fase. Por lo tanto, no hay concordancia con lo descrito por Zambrano et al., (2015),
quienes realizaron la micropropagacién con la misma especie y consideraron el
mejor medio de cultivo el que contenia BAP entre 0,5 mg/L y 1,0 mg/L%, dando
como resultados una mejor elongacion y produccion de brotes. Sin embargo, en
nuestro estudio con el medio T1 (MS + BAP (1 mg. L -1)), el porcentaje de brotacion

obtenido fue bajo en comparacion de los tratamientos T2 y T3 en nuestro estudio.



48

De igual manera investigacion Ruiz (2015), menciona en su estudio de
micropropagacion de pitahaya (Hylocereus undatus Britton et Rose), que el uso
de BAP en los medios de cultivo favorecié significativamente en el nimero de
brotes emitidos.

Ademas, Moreira y Sanchez (2017) evaluaron combinaciones de reguladores
de crecimiento como thidiazuron (TDZ) con una dosis entre 1 a5 mg.L* de la misma
manera bencil amino purina (BAP), acido naftalenacético (ANA) con 0,5 mg.L
1 &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) entre 9 mg.L? y Kinetina (KIN) de 4,6 mg.L
len diferentes tipos de explantes en H. ocamponis y H. triangularis. Obtuvieron el
80% de brotacion de explantes y mostraron una eficaz la formacién de cladodios,
callos y brotes. Sus resultados concuerdan con nuestro estudio.

En la fase de multiplicacion, al comparar este medio de cultivo con los otros dos
en la fase de multiplicacién, se obtienen mejorar coeficiente de multiplicacion,
observandose que el MS + BAP (2 mg. L) + K (2 mg. L?) fue de 1,2; seguido por
MS + BAP (4mg. L) + K (@4 mg. L) yMS +K (8 mg. L) con 1,6y 1,8. Por lo tanto
se considera que el medio de cultivo MS + K (8 mg. L) Supera a los otros dos
medios.

Montiel et al., (2016), mencionan en su estudio de micropropagacion de
Hylocerus monacanthus, escogieron segmentos y se implantaron en medios de
cultivos MS con BAP (1.0, 2.0y 4.0 mg I-1) y AIA (0.5 mg I-1) por separado y
combinados para la fase de multiplicacion, obtuvieron como resultado el 97% de
multiplicacion de los explantes en el medio combinado. Por ello concuerda con
nuestra investigacion ya que se obtuvo una mayor multiplicacion en medio

combinados con MS.
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En la fase de enraizamiento el T1 (MS 100%), fue el medio en el cual los
explantes tuvieron 60% de enraizamiento en comparacion al T2 y T3 que tuvieron
el 40% de enraizamiento. Estos resultados se asemejan al estudio Suarez et al.,
(2014), quienes utilizaron el medio de Murashige & Skoog (MS) para la propagacion
de pitahaya amarilla y roja, a dicho medio le suplementaron con auxina (ANA) y
citocinina (BA)) con una dosis 2mg.L; lo cual ayudo a que los explantes obtuvieran
el 100% de sobrevivencia y enraizamiento. En nuestro caso la presencia de la

auxina ANA no mejoro el % de enraizamiento.
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6. Conclusiones

De acuerdo con los datos obtenidos en este trabajo se puede concluir lo
siguiente:

La utilizaciéon de los brotes nuevos obtenidos de segmentos de tallos de vivero
dio la posibilidad de lograr la fase de iniciacion, ya que facilitd la obtencién de los
explantes.

En la fase de iniciacion el medio de cultivo del T3 (MS + BAP (2 mg. L) + K (2
mg. L), influyo de manera positiva para la micro propagacion de pitahaya amarilla,
es decir que puede ser utilizada para propagar dicha especie, ya que al someter a
los explantes de pitahaya amarilla a dicho tratamiento el porcentaje de brotacion es
alto, y bajo el procedimiento de diseccion empleada tiene un porcentaje de
contaminacion bajo especialmente en la época seca. Lo que permitio a los brotes
crecer sin dificultad. Mientras que los T1 y T2 tuvieron porcentajes menores
brotacion.

En la fase de multiplicacion el mejor tratamiento fue el T3 (MS + K (8 mg. L-1)),
gue tuvo 1,8 de valor en el coeficiente de multiplicacion, lo cual nos da a entender
gue dicho medio de cultivo puede ser utilizado para la multiplicacion de brotes de
cultivo en estudio.

En la fase de enraizamiento, el mejor medio de cultivo T1 (MS 100%) el cual
tuvo mayor cantidad de explantes enraizados, seguido por los tratamientos T2 y

T3. En estas dos ultimas fases el porcentaje de contaminacion fue nulo.
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7. Recomendaciones
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se sugiere:
Para reducir los porcentajes contaminacion de los explantes que se introducen
al laboratorio directamente del vivero, se recomienda la siembra en época seca.
Utilizar diferentes combinaciones y dosis de citocininas para estimular las yemas
adventicias y aumentar el coeficiente de multiplicacion.
Las plantas in vitro podrian ser acondicionadas en fundas y posteriormente

evaluadas en campo.
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9. Anexos

¥ -

Figura 5. (A) Diseccion de nervadura central de los tallos de pitahaya amarilla de
la comuna Limoncito para la induccién del enraizamiento en el suelo. (B) Tallos de
pitahaya sembrados para el desarrollo de los brotes utilizados en el estudio, a los
4 meses después de la siembra.

Gonzalez, 2020

Figura 6. Elaboracion de los medios de cultivos en el laboratorio de Biotecnologia.
(A) Macro y micro nutrientes; (B) Pesaje de los micronutrientes; (C) Soluciones
madres de macro nutrientes; D) Medicion de pH de los medios de cultivo.
Gonzélez, 2020
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Figura 7. Diseccion y siembra de explantes (brotes) en la cAmara de flujo
laminar, en condiciones asépticas.
Gonzalez, 2020

Figura 8. Crecimiento de los explantes en las condiciones de luz en el laboratorio
de Biotecnologia.
Gonzalez, 2020
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Figura 9. Contaminacion de explantes iniciales a) contaminacién fungica; b)
contaminacion bacteriana.
Gonzalez, 2020

Figura 10. Fase de Multiplicacion en el medio de cultivo MS + K (8mg.L-1) en
condiciones de luz, dentro del laboratorio.
Gonzélez, 2020.
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Figura 11. Fase de enraizamiento en el medio de cultivo MS en condiciones de

luz, dentro del laboratorio.
Gonzalez, 2020

Pruaba de Kruskal Wallis

Variable

TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianas H =
% DE BROTACTION T 10 6,60 13,91 0,00 9,65 0,0026
% DE BROTACION T2 10 20,00 42, 16 0,00
B D BROTACTION T3 10 60,00 34,54 67,00

Figura 12. Porcentaje de brotacion en la fase iniciacion.

Gonzélez, 2020

Prueba de Kruskal Wallis

Variable TRATAMIENTOS N Medias D.E. Medianas H 8]
% DE ENRAIZAMIENTO T1 1 &0,00 0,00 60,00 1,50 »>0,9959
% DE ENRAIZAMIENTO TZ2 1 40,00 0,00 40,00
% DE ENRAIZAMIENTO T3 1 40,00 0,00 40,00

Figura 13. Porcentaje de enraizamiento.
Gonzalez, 2020



