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RESUMEN
Stenocereus thurberi, conocida como pitaya dulce, es un cactus endémico del desierto de
Sonora, y su fruta tiene demanda para consumo humano asi como un potencial horticola e
industrial. Sin embargo, las poblaciones naturales de esta especie han disminuido
constantemente. Esto se debe principalmente a la destruccion de hébitats por el uso del suelo
para la agricultura o la ganaderia, granjas de camardn, y problemas fitopatologicos. Ademas,
el crecimiento es lento y las poblaciones silvestres tienen poca capacidad de recuperacion
debido a la reducida capacidad para la multiplicacion natural por semilla. La principal forma
de propagacion es vegetativa, a partir de los tallos, esquejes o cladodios, A pesar de su gran
importancia econdémica e industrial, no se ha desarrollado un protocolo para su propagacion
in vitro que nos permitan clonar y multiplicar a gran escala esta planta. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la factibilidad de micropropagacion de pitaya (Stenocereus
thurberi) en diferentes sistemas (medio semisolido, sistema frascos gemelos y Bio coupler™)
y medios de cultivo. Se establecieron distintos tratamientos en medio semisélido, sistema
frascos gemelos y Bio coupler™ evaluando diferentes reguladores de crecimiento y
concentraciones de medios durante 57 dias. El sistema de frascos gemelos con el tratamiento
de 1 mg/L! de 6-benciladenina (BAP) y 4.3 g/L! de medio MS, con una frecuencia de
inmersion de 24 h durante 5 minutos obtuvo mayor niimero de brotes adventicios. En medio
solido se obtuvieron brotes adventicios de menor tamafio y en menor cantidad. Por otro lado,
en el sistema de biocoupler™ no se observaron resultados en el crecimiento de brotes. El
sistema BIT demostrd ser el Sistema de Inmersion Temporal con mayor eficiencia en la
produccion de brotes adventicios, acumulacion de biomasa y generacion de raices
adventicias. Se concluye que es posible la multiplicacion vegetativa de forma eficiente de la

especie S. thurberi.

Palabras clave: Pitaya, micropropagacion, Sistemas de Inmersion Temporal
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I INTRODUCCION
Stenocereus thurberi, es un cactus endémico del desierto de Sonora, los frutos de esta
cactacea esta cubierta de espinas color negro-café, la coloracion del epicarpio tiende a ser
verdes, morados o rojos, la pulpa es dulce, jugosa con semillas color negro de alrededor de
2 mm de largo (Lopez, 1993). La pitaya es importante para la fauna desértica como principal
fuente de alimento. Ademas, su recoleccion y venta es una actividad econdmica importantey
su consumo representa una importante aportacion nutricional en la dieta alimenticia humana
(Ruiz et al., 2015; Sonora silvestre, 2023). Este cactus estd amenazado por uso del suelo para
actividades agricolas y granjas acuicolas (Salomoén et al., 2016). El dafio causadopor bajas
temperaturas también llega a afectar el crecimiento reduciendo la cantidad y calidadde las
flores, ya que el fruto reduce los tiempos de maduracion, su calidad de sabor es menory la
forma de desarrollo es mas lenta (Barrios, 2000). Ademads, su crecimiento es lento y tienepoca
capacidad de recuperacion de las poblaciones silvestres, lo que se debe a la ineficienciade su
multiplicacion natural por semilla. La principal forma de propagacion vegetativa en campo
es a partir de los tallos, esquejes o cladodios, de manera natural a través de la separacion de
los tallos. Existen diferentes protocolos para la propagacion de especies cactus,como el caso
de Stenocereus stellatus donde se obtuvieron brotes adventicios con tres tiposde citoquininas:
Kinetina, 6-Benciladenina y 2-Isopentiladenina (Martinez ef al., 2011). Se ha reportado un
protocolo en Hylocereus undatus en sistemas de inmersion temporal utilizando BIT,
Biorreactor de flujo, y RITA, en el cual en 60 dias obtuvieron de brotes (Martinéz ,2023). En
el caso especifico de S. thurberi solo se ha reportado un protocolo en medios semisolidos
utilizando 6-Benciladenina y 2-Isopentiladenina donde se obtuvieron brotes adventicios
(Molphe-Balch et al,, 2002). No obstante, a pesar de su gran importanciaeconémica e
industrial, ecoldgica y biotecnoldgica no se ha desarrollado un protocolo para su propagacion

in vitro que nos permitan multiplicar vegetativamente a gran escala esta planta.



1.1 Justificacion
Esta investigacion se enmarca en el objetivo 15 de la agenda ONU: Vida y de ecosistemas
terrestres, que consiste en proteger, restablecer y promover el uso sostenible de los
ecosistemas terrestres, luchar contra la desertificacion, detener e invertir la degradacion de
las tierras y detener la pérdida de biodiversidad y en el 15.5 que es: Adoptar medidas urgentes
y significativas para reducir la degradacion de los habitats naturales, detener la pérdida de
biodiversidad. Stenocereus thurberi tiene una gran importancia industrial, econémica, social
y alimentaria ya que de esta cacticea se obtiene el fruto con calidad nutricional, asi como
pigmentos hidrosolubles que de igual forma se pueden utilizar de cosméticos con una

tonalidad rojiza o amarilla (Canseco, 2021).

El principal problema de esta cactacea es el largo periodo de tiempo para llegar a su edad
reproductiva refiriéndose al fruto. Pues su establecimiento y su produccion de fruto a partir
de semillas tarda hasta el cuarto afio (Véazquez, 2020). La mayoria de las pitayas crecen
alrededor de entre 3 a 8 centimetros por afio y este crecimiento lento es a causa de dificiles
condiciones ambientales (Diaz et al., 2010). El objetivo de esta investigacion fue evaluar en
diferentes sistemas (medio semisolido, sistema frascos gemelos y Bio coupler™) y medios
de cultivo el porcentaje de respuesta de los explantes, nimero y longitud de brotes en la etapa

de multiplicacion durante la micropropagacion de pitaya (Stenocereus thurberi).



1.2 Hipotesis
Es posible multiplicar vegetativamente pitaya mediante técnicas de cultivo de tejido a través de

Sistemas de Inmersion Temporal .

1.3 Objetivo General

Evaluar en diferentes sistemas (medio semisdlido, sistema frascos gemelos y Bio coupler™)
y medios de cultivo el porcentaje de respuesta de los explantes, nimero y longitud de brotes
en la etapa de multiplicacion durante la micropropagacion de pitaya (Stenocereus thurberi).
1.3.1 Objetivos Especificos

1.3.1.1 Evaluar el efecto de medio Murashige y Skoog en medio semisolido, sistema BIT
(frascos gemelos) y Biocoupler™ en el porcentaje de explantes, numero y longitud de brotes

en la etapa de multiplicacion durante la micropropagacion de pitaya (Stenocereus thurberi).

1.3.1.2 Evaluar el efecto de medio Murashige y Skoog + 1 mg/L! de BAP en medio
semisolido, sistema BIT (frascos gemelos) y Biocoupler™ en el porcentaje de respuesta de
los explantes, numero y longitud de brotes en la etapa de multiplicacion durante la

micropropagacion de pitaya (Stenocereus thurberi).

1.3.1.3 Evaluar el efecto de medio Murashige y Skoog + 1 mg/L! de BAP + 2iP en medio
semisolido, sistema BIT (frascos gemelos) y Biocoupler™ en el porcentaje de explantes,
numero y longitud de brotes en la etapa de multiplicacion durante la micropropagacion de

pitaya (Stenocereus thurberi).

1.3.1.4 Evaluar el efecto de medio Murashige y Skoog 0.5X en medio semisolido, sistema
BIT (frascos gemelos) y Biocoupler™ en el porcentaje de explantes, nimero y longitud de
brotes en la etapa de multiplicacion durante la micropropagacion de pitaya (Stenocereus

thurberi).

1.3.1.5 Evaluar el efecto de medio Murashige y Skoog + 1g L' AIA en medio semisolido,
sistema BIT (frascos gemelos) y Biocoupler™ en el porcentaje de respuesta de los explantes,
numero y longitud de brotes en la etapa de multiplicacion durante la micropropagacion de

pitaya (Stenocereus thurberti).



IL. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la pitaya
Stenocereus thurberi también conocida por su nombre comun “pitaya” es un cactus endémico
que se encuentra en el desierto de Sonora. Una de las cualidades por la que la pitaya tiene

alto interés en la industria alimenticia es que su fruta es empleada para consumo humano.

Los frutos de la pitaya contienen betalainas los cuales son pigmentos nitrogenados
solubles en agua y se sintetizan a partir de la tirosina, el cual es un aminoécido y se
producen en dos grupos en los cuales: se representan por coloracion rojo a violeta y
en el otro grupo, betaxantinas con un color de entre amarillo o en tonalidades naranjas.
La pulpa de la pitaya contiene diversos fenoles, y su funcion es como antioxidante,
estos adquieren alto interés dentro de la nutricion y salud del ser humano (Castro et al.,
2020).

Dentro de la composicion nutrimental de la pitaya tomando en cuenta el fruto, su cascara,
pulpa y semillas, son ricos en vitaminas, proteinas, carbohidratos y lipidos. En los ultimos
afios se ha utilizado como producto gastronomico y como ingrediente para la fabricacion de
productos para cosméticos, agregandole la importancia del aceite en las semillas del fruto.

(Sonora silvestre, 2023).

2.1.1 Botanica
El registro de Stenocereus thurberi se publico en Botanische Studien en 1961 y fue descrita

por el botanico George Engelm.

2.1.1.1 Taxonomia

Reino: Plantae Familia: Cactaceae
Subreino: Tracheobionta Subfamilia: Cactoideae
Division: Magnoliophyta Tribu: Pachycereeae
Clase: Magnoliopsida Género: Stenocereus
Subclase: Caryophyllidae Especie: S. thurberi

Orden: Caryophyllales



2.1.1.2 Morfologia de la planta

Stenocereus thurberi es un cactus columnar del desierto de Sonora, el cual adquiere una altura
de alrededor 3-8 m, y tiene una amplia cantidad de tallos en forma vertical que surgen del
suelo o de determinado tronco corto de la cactacea. La coloracion de las espinas de la pitaya
es negro o café obscuro, con un tamafio de entre 1 a 2 cm (Bustamante et al., 2003). La pitaya
produce flores, y estas son hermafroditas, se abren al atardecer, las flores duran una sola
noche y son polinizadas por murciélagos, sin embargo, los colibries son los principales
polinizadores en algunos sitios del mismo desierto de Sonora (Fleming et al., 1996). Los

frutos maduran a lo largo del verano (Bustamante et al., 2010).

Figura 1. Planta de pitaya (Stenocereus thurberi) en el Desierto de Sonora ( Carbo).

Las flores de la pitaya (Stenocereus thurberi) toman una coloracion entre blanca o color
crema y en algunas de estas mismas puede notarse rosada o color parpura claro (Figura 2).
Las flores se localizan generalmente en la parte terminal del cactus. El tamafio de las flores
de la pitaya ronda en un promedio de 15 a 29 cm por cada flor. Las flores se van orientando

al mismo movimiento solar (Bustamante et al., 2010).



Figura 2. Diferentes estado de desarrollo de pitaya. A) Flores de
pitaya antes de la polinizacion. B) Pitaya a los 15 dias después de
floracion. C) Pitaya a los 20 dias después de floracion. D) Pitaya a los 30

dias después de floracion. E) Pitaya a los 40 dias después de floracion. F)
Pitaya en senescencia. Fuente: Tiznado-Hernandez et al., (2004).



Las semillas de Stenocereus thurberi se encuentran ubicadas al abrir el fruto, su color se torna

entre una tonalidad marrén u oscuro, miden entre 1 a 2.5 mm (Lopez, 1993).

Figura 3. Semillas de Stenocereus thurberi.

Su fruto tiene una forma esférica y didmetro ronda entre 4 a 7 cm, el fruto de la pitaya es
carnoso, y el color del interior de la pitaya es rojizo aunque puede tener tonalidades moradas,

anaranjadas y blancas. Dispersas en la pulpa, se encuentran ubicadas las semillas (Figura 2F

y4).



Figura 4. Fruto abierto de Stenocereus thurberi

Obtenido de Naturalista, (2015)

2.1.1.3 Requerimientos edafoclimaticos

2.1.1.3.1 Clima

Stenocereus thurberi habita en una temperatura que ronda entre 10 °C a 40 °C, pero esta
cactdcea no soporta bajas temperaturas. También la pitaya habita climas calidos y secos, asi
como climas humedos. La altura maxima de genotipos de pitaya es hasta 1000 m sobre el

nivel del mar (Pérez et al., 2015)

2.1.1.3.2 Tipo de suelo

El tipo de suelo que las pitayas habitan son arenosos, y suelen tener drenaje, el suelo puede
ser rocoso o contener gravilla, el pH del suelo tiende a encontrarse entre 5.5 a 8.2, y el pH
apto para el buen crecimiento de la pitaya es de un rango entre 6-7.5 (Pimienta-Barrios,

2000).
2.1.1.5 Formas de propagacion

La principal forma de propagacion es mediante tallos y esquejes esto debido a que la semilla

presenta un porcentaje bajo de germinacion después de algunos afios, entre otros problemas..



2.1.1.5.1 Propagacion por semilla

Normalmente las pitayas se reproducen por semillas de manera natural ya que las aves y otros
animales consumen el fruto y las semillas caen al suelo, sin embargo, la siembra por semillas
requiere de mayores cuidados debido a que tarda de 4 a 6 afios en llegar a su etapa de
reproduccion (Sudrez, 2011). Por otro lado, la reproduccion por semilla mantiene un nivel

alto de variabilidad genética manteniendo caracteristicas de resistencia en su poblacion.

2.1.1.5.2 Propagacion por esquejes

La propagacion vegetativa mediante fragmentos del tallo de Stenocereus thurberi o esquejes
es el método mas utilizado. Se realiza mediante cortes vegetativos de un cactus maduro
sembrandolos a una profundidad entre 5 a 10 cm sobre la tierra, en el pie de un tronco
manteniendo la ubicacion que ya tenia la planta madre. La temporada mas favorable es la
primavera (Diaz et al.,2010). Se utiliza determinado tipo de compostaje, para almacenar

humedad y asi obtener un enraizado en menor tiempo (Abogado et al., 2010; Cérdova, 2022).

2.1.1.5.3 Propagacion por apices (brazo)

Para el uso de brazos debe mantener una longitud de 0.5m, utilizando la zona apical de forma
vertical de la pitaya, pues de esta forma permite obtener mayor cantidad de brotes (Garcia,
2021). Los brazos pueden ser trasplantados de lado vertical, quitando la parte apical ya que
asi se permite el crecimiento de nuevos brotes meristematicos (Martinez et al., 2000).

2.1.1.6 Distribucion

Stenocereus thurberi se distribuye en el Desierto de Sonora en el pacifico del noroeste de
México, puede llegar desde Sinaloa hasta el oeste de Chihuahua También se puede encontrar

en el suroeste de Arizona (Bustamante et al., 2010).



Google Earth

Figura 5. Distribucion Geografica de Stenocereus thurberi.

Adaptada de Bustamante et al., (2010)

2.2 Usos y aplicaciones de la pitaya

La fruta de la pitaya tiene importancia alimentaria, ya que su fruto y semillas es rico en
nutrientes para el ser humano, ademads, contiene diferentes compuestos con efectos positivos
sobre la salud humana como prebioticos y antioxidantes. Ademads, se consumen las flores
(Suérez, 2011). Por otro lado, se puede utilizar de forma ornamental para establecerlos ya sea

en el jardin o en el patio (Vazquez, 2020).

Las semillas contienen oligosacaridos y de estas se pueden utilizar como productos
nutracéuticos, asi como propiedades antioxidantes. De la pulpa del fruto se pueden adquirir

diversos productos los cuales pueden aprovecharse como alimentos o para la venta comercial.
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2.3 Importancia de la pitaya

2.3.1 Importancia econémica

La pitaya tiene un papel importante en la economia debido a que se obtienen recursos
econdémicos del trabajo en las poblaciones, por la produccion de alimentos para su venta y
la extraccion de colorantes para la industria cosmética (Villegas et al., 2011). Asimismo, la
colecta de la fruta y venta implica beneficios para las comunidades cercanas las cuales
aprovechan para activar la economia (Suarez, 2021). En el municipio de Carb6, Sonora, se

celebra anualmente la feria de la pitaya.

EL MUNICIPIO DE CARBO, SONORA, INVITA A SU TRADICIONAL FERIA DE LA PITAYA, EN SU 20
ANIVERSARIO. CELEBRANDO CON LA PRESENTACION DE TRADICION MESTIZA. iNO SE LA PIERDAN!

CARBO, SONORA

gm Cu/mﬁ/
pem:

9 DE

[[[> Presentaclon de|

iCi oﬂn\ Mestlza)
y‘gran variedad'de '
bailables folkléricos
presentado por el Maestro
Roman Amador @

Figura 6. Cartel de la feria de la pitaya.
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2.3.2 Importancia ecologica
Es esencial como fuente de alimento para polinizadores y fauna. De abril a junio Stenocereus
thurberi produce la mayor cantidad de sus frutos y sus flores cuando la mayoria de las plantas

no se encuentran en etapa de reproduccion (Ruiz et al., 2015).

2.4 Amenazas

La carencia de humedad en los suelos es un problema por que disminuye la posibilidad de
crecimiento de la pitaya, asi como sus flores que son esenciales para el alimento de diversos
tipos de faunas (De la Torre, 2004). Ademas, la introduccion del ganado influye en la
disminucion de especies de fauna, ya que es uno de los primeros forrajes que son utilizados

con lo cual aumenta el peligro de extincion en zonas aridas (Sierra, 2011).

2.5 Cultivo de tejidos vegetales

Se inici6 a partir del estudio por parte de botanicos y fisidlogos en el afio de 1950. En la
biotecnologia es esencial para realizar diversos tratamientos como seleccionar, hibridar, o
mantener en control amenazas de los cultivos, producir cultivos vegetales y conservacion de
especies. Es un conjunto de técnicas en la cual de manera aséptica un explante es cultivado
en un medio con las condiciones adecuadas, dependiendo del objetivo de cultivo de tejidos
las células creceran en un medio estéril y con todas las condiciones necesarias, pueden estar
presentes con callos, raices, tallos entre otros tipo de érganos (Mroginski et al., 2004). La
técnica de cultivo de tejidos vegetales (CTV) se basa en la teoria de la totipotencia celular de
plantas, que establece que toda célula puede clonarse al darle determinadas condiciones
necesarias para la misma, cualidad que adquiere cualquier célula somatica vegetal para
expresar su ADN completo adquirido de células que provienen de la division celular y con
ello obtener diversos tipos de células diferenciadas, asi como su regeneracion (Trujillo, 1999;
Portillo et al. 2004; Muiiiz, 2018). Cultivo in vitro de tejidos vegetales es una técnica en la
cual de una planta madre se toman explantes (raices, embriones, tallos, entre otros) para
cultivarlos en condiciones de asepsia, en determinados medios con los nutrientes requeridos
para la planta, controlando condiciones como luz, temperatura, humedad, para obtener
plantulas asépticas, libres de virus, o con determinadoa carga genética, o para uso de

conservacion de alguna especie en especifico (Angarita, 1984).
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Esta propagacion surge del cultivo de plantas dentro de frascos en medios semisélidos o
liquidos con un ambiente estéril, controlando los factores del crecimiento. Esto ha permitido
la facilidad del estudio a nivel celular de las plantas en condiciones dentro de laboratorios a
través de difererentes métodos. La organogénesis directa se produce por medio de semillas
meristemos apicales, yemas axilares, tallos, entre otros explantes sin fases intermedias de
células no diferencidas. Por otro lado, la organogénesis indirecta implica la formacion de
brotes se lleva a cabo mediante una fase intermedia en la cual se induce a la formacion de células

indiferenciadas listas para diferenciarse y producir brotes (Martin et al., 2015).
2.5.1 Medio de cultivo

La composicion del medio de cultivo es crucial en CTV para cada planta, para obtener agua,
macroelementos (Nitrogeno, Fosforo, Calcio, Potasio, Sodio etc.), asi como microelementos
(zinc, hierro, cobre, magnesio, azufre, manganeso), fuentes de carbono (Sacarosa),

Vitaminas, reguladores de crecimiento, entre otros (Minchala, 2022).
2.5.2 Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento se utilizan para inducir alguna respuesta de interés en el
explante vegetal. se utilizan tres grupos diferentes: auxinas, citoquininas y giberelinas. Las
auxinas son esenciales para la elongacion celular, desarrollo del meristemo, induccién de
raices y estimulan la formacion de tejido que no es diferenciado. El Acido Indolacético (AIA)
es una de las principales auxinas . Las citoquininas se utilizan para la promocion de la
division celular, inducen la formacion de brotes nuevos, y reducen la velocidad de la
senescencia. La Zeatina (2iP) es la citoquinina mas conocida. Las giberelinas inducen la
division y elongacion del tejido de la célula aumentando la plasticidad de la pared (Minchala,

2022).
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2.6 Sistemas de inmersion temporal:

En el CTV se han elaborado diversos sistemas de micropropagacion, uno de ellos son los
sistemas de inmersion temporal, los cuales tienen ventajas sobre el sistema tradicional de
medio semisélido reduciendo costos y periodos de tiempo (Ontaneda et al., 2020).Dentro de
los sistemas de inmersion temporal aumentan la difusion de los nutrientes en la planta, debido
a que todos los segmentos de la planta entran en contacto directo con el agua y los nutrientes

del medio liquido, lo cual facilita la produccion de brotes.

Un biorreactor es un sistema automatizado, su finalidad es brindarle al cultivo un ambiente
idoneo para adquirir las condiciones adecuadas para el crecimiento celular y obtener

subproductos del cultivo (Muiiz, 2018).

2.6.1 Biocoupler™

Biocoupler™ es el biorreactor de inmersion temporal mas simple. Acopla/conecta dos
frascos con un filtro integrado con lo cual permite controlar el flujo de liquido, ayuda a
prevenir el paso de pequefios propagulos y reduce el bloqueo de aire. Tiene un filtro de
ventilaciéon microporoso que permite igualar la presion interior a la presion atmosférica, lo

que ayuda a prevenir la contaminacion (Plant cell technology, 2023).

Figura 7. Sistema Biocoupler™
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2.6.2 Sistema BIT (Frascos gemelos)

El sistema BIT también conocido como frascos gemelos, consiste en dos frascos conectados
entre si por mangueras, un frasco funciona como cdmara de cultivo mientras que el otro se
utiliza como tanque del medio de cultivo. Cada frasco esta conectado a una linea de aire, el
cual es controlado por temporizadores, con valvulas solenoides en sistemas
semiautomatizados. Este sistema es seguro, facil de utilizar y resulta ser mas econdmico
respecto a otros sistemas como los Rcipientes de Inmersion Autonatizado (RITA). Ademas,
Su estructura permite adquirir mayor estabilidad durante largos lapsos de tiempo (Minchala,

2022).

Figura 8. Frascos gemelos (BIT)
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III. MATERIALES Y METODOS
3.1 Material vegetal

3.1.1 Obtencion del material vegetal

Se recolectaron semillas de pitaya proveniente del municipio de Carb¢ del desierto de Sonora

en el afnio de 2021.

Seleccion y preparacion de semilla

Para la seleccion de semilla se tomaron aleatoriamente semillas de Stenocereus thurberi para
propagarlos in vitro en medio de cultivo Murashigue y skoog (MS 100%), en el Laboratorio
de Biotecnologia y Biologia Molecular de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.

para conservar el material por 6 meses hasta obtener el tamafio adecuado.

3.2.1 Desinfeccion de la semilla

Cuadro 1. Etapas y tiempo de desinfeccion de la semilla.

Compuesto Tiempo
Captan (1 g.L'1) 10 minutos
Alcohol (70 %) 5 minutos
Cloro (25 %) 5 minutos

Gramos por litro (g. L'1)

3.3 Establecimiento

3.3.1 Medio de cultivo para establecimiento de la semilla

Se prepar6 medio de cultivo Murashigue y Skoog al 100% con un pH de 5.7 en 62 frascos.
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Cuadro 2. Medio de cultivo utilizado para el establecimiento.

Compuesto Cantidad

Murashigue y Skoog (CAS1912-24-9) 43 g L'
Sacarosa (CAS 87-89-8) 30 g L't
Myo-inositol (CAS 87-89-8) 0.1 gL't
Plant Preservation Mixture 0.1pl . L'
Agar (CAS 9002-18-0) 7.9g L1

Gramos por litro (g. L'1) Microlitros de muestra por litro (ul . L*1).

3.3.2 Esterilizacion

La esterilizacion del medio de cultivo se llevo a cabo por 20 minutos en autoclave marca

Novatech modelo EV-30, con presion a 120 °C y 20 PSI.
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Figura 9. Autoclave para esterilizar los

medios de cultivo.

3.3.3 Siembra de semillas

Se sembraron 5 semillas por frasco y se incubaron a 24 °C + 2 °C, con un fotoperiodo de 16

h luz y 8 h de oscuridad.

Figura 10. Semillas sembradas en medio MS.

3.4 Estrategia Experimental

3.4.1 Tratamientos

Se evaluaron 4 tratamientos y un testigo por triplicado cada uno en medio semisdlido, frascos
gemelos ( BIT ) y Biocoupler™. Se tomaron como explantes los brotes de las semillas con

un largo de 5 cm por planta de la parte del establecimiento.

3.5 Multiplicacion por medio semisdlido
3.5.1 Material vegetal
El material vegetal de pitaya utilizados fueron las semillas establecidas en condiciones in

vitro.
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Figura 11. Material vegetal establecido cinco meses después.

Se evaluaron 4 tratamientos y un testigo, se tomaron explantes con 3 divisiones de segmentos

laterales para su multiplicacion in vitro.

Figura 12. Medios semisoélidos.

Se tomaron como referencia tratamientos reportados en Stenocereus thurberi, el medio para

los 5 tratamientos que se describen en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Tratamientos evaluados.

COMPUESTO TESTIGO T1 T2 T3 T4
Murashige y Skoog (CAS 43 g L' 43 gL' 43 g L' 2.15g. L' 43 g L'
1912-24-9) 1 X
Sacarosa (CAS 57-50-1) 30 g. L' 30g. L't 30g. L't 15 g. L' 30 g. L'
Myo-inositol ( CAS 87-89- 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1 0.1 g. L't
8)

Plant Preservation Mixture 1% 1% 1% 1% 1%

Reguladores de crecimiento

Reguladores de crecimiento

BA ( CAS 121439-7)
1g L'1-

BA ( CAS 121439-
7)1 g L1

2Ip1 gLt

IAA ( CAS 87-51-
4) 1g. L1

Gramos por litro (g. L'1), 6-Benzylaminopurine (BA), 3-Indoleacetic Acid (IAA), Microlitros por litro (ul . L*1).
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3.5.2 Cultivo in vitro en medio semisolido

Se tomaron 5 explantes de pitaya previamente establecidos, los segmentos se obtuvieron
mediante 3 cortes rectos de 1 cm de longitud por explante para su cultivo en los diferentes
tratamientos. Posteriormente, se incubaron a 24 °C + 2 °C, con un fotoperiodo de 16 h luz y

8 h de oscuridad.

A

Figura 13. Corte del explante entre segmentos laterales

3.5.3 Diseiio experimental
Se utilizd un disefio completamente al azar con un ANOVA (a + 0.05) con 3 réplicas

bioldgicas por tratamiento. Los datos fueron evaluados a los 57 dias después de la siembra.

3.5.4 Analisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza y prueba de comparacion de medias Tukey

(0=0.05), utilizando el paquete estadistico STATISTICA 10 (StatSoft, 2014).
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3.6 Multiplicacion por Biorreactor Biocoupler™
Se evaluaron 4 tratamientos y un testigo con una repeticion cada uno, se tomaron explantes
con 3 divisiones de segmentos laterales para su multiplicacion in vitro. Posteriormente, se

incubaron a 24 °C + 2 °C, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad.

Figura 14. Preparacion de tratamientos en Biocoupler™

El medio para los 5 tratamientos se describe en el siguiente cuadro:
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Cuadro 4. Tratamientos evaluados en biorreactoes Biocoupler™

COMPUESTO TESTIGO T1 T2 T3 T4
Murashige y Skoog (CAS 43 g L1 43 g L1 43 g L1 2.15g L' 43 g L1
1912-24-9) 1X
Sacarosa ( CAS 57-50-1) 30 g. L' 30 g. L1 30 g. L1 15g L1 30 g. L'
Myo-inositol ( CAS 87-89- 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1
8)

Plant Preservation Mixture 1% 1% 1% 1% 1%
Reguladores de crecimiento ~ ------- BA (CAS 121439-7)  BA (c CAS 121439-  —=—e—- IAA (CAS 87-51-
1g L'1- 71g L1 4) 1g. L1
Reguladores de crecimiento ~ -------- 2IplglLt e s
Tiempo de 1 inmersion cada 5 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos

24 horas.

Gramos por litro (g. L'1), 6-Benzylaminopurine (BA), 3-Indoleacetic Acid (IAA), Microlitros por litro (ul . L*1).
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3.6.1 Cultivo in vitro sistema Biocupler™

Se tomaron 5 explantes de pitaya previamente establecidos, los segmentos se obtuvieron
mediante 3 cortes rectos de 1 cm de longitud por explante priorizando los segmentos laterales
para su cultivo en los diferentes tratamientos. Posteriormente, se incubaron a 24 °C £ 2 °C,

con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad.

3.7 Multiplicacion por sistema frascos gemelos (BIT)

Se evaluaron 4 tratamientos y un testigo con una repeticion cada uno, se tomaron explantes
con 3 divisiones de segmentos laterales para su multiplicacion in vitro. Posteriormente, se
incubaron a 24 °C £ 2 °C, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad. El medio para

los 5 tratamientos se describe en el siguiente cuadro:
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Cuadro 5. Tratamientos evaluados en el sistema de frascos gemelos (BIT).

COMPUESTO TESTIGO T1 T2 T3 T4
Murashige y Skoog (CAS 43 g L1 43 g L1 43 g L1 2.15g L't 43 g L1
1912-24-9) 1X
Sacarosa ( CAS 57-50-1) 30g. L' 30 g. L1 30g. L' 15 g L1 30g. L'
Myo-inositol ( CAS 87-89- 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1 0.1 g.L'1
8)

Plant Preservation Mixture 1% 1% 1% 1% 1%
Reguladores de crecimiento ~ ------- BA (CAS 121439- BA (CAS 121439-  ceeeeeee IAA (CAS 87-51-
7) 1g.L'1- 7)1 g L1 4) 1g. L'
Reguladores de crecimiento ~ -------- 2IplgLt e
Tiempo de 1 inmersion cada 5 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos

24 horas.

Gramos por litro (g. L*'1), 6-Benzylaminopurine (BA), 3-Indoleacetic Acid (IAA), Microlitros por litro (ul . L'1).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Germinacion de la semilla
Se sembraron 325 semillas de las cuales solo 117 germinaron por un lapso de 5 meses, el
porcentaje de germinacion fue de 26.47 % y el promedio de elongacion de los explantes de

0.58 mm.

semillas germinadas
26.5%

semillas no germinadas
73.5%

Figura 15. Porcentaje de germinacién en la semilla
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4.2 Multiplicacion por tratamiento TO (Testigo)

El tratamiento cero fue el tratamiento testigo, en el cual la multiplicacion por medio
semisolido de tres explantes laterales, solo en uno tuvo un brote en la réplica 1(Figura 17A1)
mostrando una tonalidad verde, en la réplica 2 (Figura 17A2) podemos obervar que el
explante presentd necrosis. El explante de la réplica 3 (Figura 17A3) no mostrd brotes. El
sistema Biocoupler no presentd crecimiento de brotes, y los tres explantes presentaron
hiperhidricidad. Ademas, los explantes presentaron necrosis. En el sistema de frascos
gemelos se observo un crecimiento de brotes en los tres explantes, y crecimiento de raices en

dos explantes (Figura 17C1 y C3).

Figura.16. Explantes Tratamiento cero. Barra de escala = lcm.
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4.3 Multiplicacion en el tratamiento uno

El tratamiento uno, demostrd que en la multiplicacion por medio semisolido de tres explantes
laterales, mostraron dos brotes (Figura 18A1 y A2), uno en cada explante. En el tercer
explante no se observo ningun brote. el color de los explantes se mostr6é un color verde y no
se observod hiperhidratacion o vitrificacion. El sistema Biocoupler no presentd crecimiento
de brotes, y solo en un explante se observa crecimiento de raiz las cuales tienen tonalidad
amarillo claro (Figura 18B3). el color de los explantes se mantuvo verde y no se observan
indicios de hiperhidratacion o vitrificacion. En el sistema de frascos gemelos se observo
crecimiento de brotes en los tres explantes, en el explante de la réplica 1 (Figura 18C1) se
observé crecimiento de dos brotes, en la réplica 2 (Figura 18C2) un solo brote mientras que

en la replica 3 se observo el crecimiento de cuatro brotes (Figura 18C3).

\%

Figura 17. Explantes del tratamiento uno. Barra de escala = lcm.
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4.4 Multiplicacion en el tratamiento dos

El tratamiento dos, no presentd crecimiento de brotes en la multiplicacion por medio
semisolido de tres explantes laterales, pero si se observo crecimiento de raices en cada
explante (Figura 19A1,A2 y A3), En el sistema biocoupler no presento crecimiento de brotes
(Figura 19B1,B2,B3), y solo en la réplica 1 (Figura 19B1 se observé crecimiento de raiz. En
el sistema de frascos gemelos no se observo crecimiento de brotes en ningun explante (Figura

19C1,C2,C3)

A1

Figura 18. Explantes del tratamiento dos. Barra de escala = 1cm.
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4.5 Multiplicacion en el tratamiento tres

El tratamiento tres , presentd crecimiento de brotes en medio semisélido en la réplica 1y 3
(Figura 20A1 y A3), asi como crecimiento de raices en la réplica 3 (Figura 20A3). En el
sistema Biocoupler presentd crecimiento de brotes en la réplica 1 (Figura 20B1), y solo en la
réplica 3 (Figura 20B3) se observo crecimiento de raiz. Por otro lado, en el sistema de frascos

gemelos solo se observo crecimiento de brotes en el explante de la réplica 2 (Figura 20C2).

Figura 19.Explantes del tratamiento tres. Barra de escala = 1cm.

30



4.6 Multiplicacion en el tratamiento cuatro

El tratamiento cuatro, prsentd crecimiento de brotes en la multiplicacion por medio
semisolido de los tres explantes (Figura 21A1-3). También presentd crecimiento de raices la
replica 2 (Figura 21A2). En el sistema biocoupler ningiin explante presentd crecimiento de
brotes ni raices (Figura 20B1,B2,B3). En el sistema de frascos gemelos no se observo

crecimiento de brotes ni raices en ningun explante.

A1

Figura 20. .Explantes del tratamiento cuatro. Barra de escala = 1cm.
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4.7 Analisis estadisticos

Cuadro 6. Comparacion de medias mediante la prueba de Tukey de la evaluacion de los tratamientos para la multiplicacion

en el sistemas de inmersion temporal sélidos, biocupler™ y frascos gemelos.

TRAT NB LB AB NR LR LE AE
BO 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 17.08 abc 8.48
B1 0.00 a 0.00 a 0.00 a 033 a 899 a 1624 abc 10.14
B2 0.00 a 0.00 a 0.00 a 033 a 996 a 14.89 abc 5.85
B3 0.50 a 1.54 ab 1.89 ab 0.50 a 11.34 a 16.80 abc 9.77
B4 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 17.87 abc 10.75
GO 1.33 ab 6.72 b 642 b 033 a 11.28 a 1632 abc 10.65
Gl 2.67 b 638 b 7.23 b 033 a 6.74 a 21.60 bce 11.66
G2 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 21.20 bee 8.77
G3 0.33 a 2.32 ab 2.29 ab 0.00 a 0.00 a 2599 e 11.01
G4 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 22.76 ce 9.67
SO 0.33 a 3.08 ab 2.54 ab 0.00 a 0.00 a 9380 a 4.85
S1 0.33 a 448 ab 2.68 ab 0.00 a 0.00 a 10.54 ab 5.36
S2 0.00 a 0.00 a 0.00 a 1.00 a 24.50 a 1454 abc 8.75
S3 0.67 a 3.71 ab 3.46 ab 0.33 a 7.50 a 13.53 ab 1040
S4 1.00 a 3.46 ab 2.57 ab 0.33 a 9.06 a 9.80 a 6.85

O DD YYD YYD YD S

Diferencia Minima Significativa DMS y Valores con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey, a = 0.05)

Biocupler™ (B), frascos gemelos (G) , semisolidos S, numero de brotes NB, longitud de brotes LB, altura de brotes AB,

numero de raices NR, longitud de raices LR , longitud de explantes LE, altura de explantes AE.
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V. CONCLUSIONES

El uso de los diferentes sistemas y medios de cultivo influyd en el porcentaje de respuesta de
los explantes, numero y longitud de brotes en la etapa de multiplicacion durante la
micropropagacion de pitaya (Stenocereus thurberi). El sistema de frascos gemelos (BIT) con
el tratamiento 1 obtuvo mayor numero de brotes, con el uso de citoquinina 6-

bencilaminopurina y periodos de 5 minutos de inmersion cada 24 horas.
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