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RESUMEN

Stenocereus thurberi (pitaya) es un cactus columnar endémico del desierto de Sonora, es
de suma importancia ecolégica y econdémica debido al incremento de la demanda de frutas
exoticas, tiene usos en la industria alimenticia, médica y quimica. La especie se ve
amenazada por el cambio en el uso de suelo, asi como problemas patoldgicos que afectan
su supervivencia, las bajas tasas de reproduccion, lento crecimiento, entre otras. Dada la
importancia que tiene, no se han implementado programas de conservacion a cielo abierto
0 en condiciones de agricultura protegida, y los protocolos para el cultivo in vitro no han
sido eficientes. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el numero, longitud de brotes
y raices de explantes de pitaya (Stenocereus thurberi) en sistemas de inmersion temporal
(frascos gemelos) en medio Murashige y Skoog 1X con 1 g. L1 de 6-Benzylaminopurine
(BAP) a diferentes frecuencias de inmersién. Se disefiaron 5 tratamientos (T1 8 horas, T2
12 horas, T3 24 horas, T4 48 horas, T5 72 horas) con una duracion de inmersion de 5
minutos para determinar el mejor tratamiento. Los datos obtenidos (50 dias) mostraron que
las frecuencias de inmersién de 12 horas (T2) produjeron 1.02 brotes por replica bioldgica
en comparacion con 0.48 brotes del T5, y un mayor nimero de raices (1.06) que el T2
(0.60).

Palabras clave: sistemas de inmersion, frecuencia de inmersion
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l. INTRODUCCION

Las plantas del género Stenocereus presentan una amplia distribucién a lo largo de todo el
territorio mexicano, en este género podemos encontrar 24 especies de las que 21 son
endémicas de México (Gibson y Horak, 1978), y del desierto de Sonora (Quiroz-Gonzalez et
al., 2018). Esta planta produce frutos redondos y cuentan con espinas, ademas, son de
numerosos colores que van desde el pdrpura, rosa, rojo, naranja, amarillo o blanco (Ramirez,
2017), al interior se aprecian una enorme cantidad de semillas que son de color negro intenso,
el color de su pulpa es definido por el contenido y la cantidad de compuestos como las
betalainas (Hinojosa-Goémez y Muy-Rangel, 2023). Este fruto ha sido consumido desde la
antigiedad y ultimamente ha adquirido mayor grado de atencién al igual que otras frutas
exoticas como la pitahaya (Hylocereus spp.), y el xoconochtli (Stenocereus stellatus) (Casas
et al., 1997) debido a sus propiedades organolépticas y los beneficios que se obtienen al
consumirlos. EI comercio de este fruto es importante para el consumo de mercados locales, su
impacto en el mercado nacional e internacional no es relevante, ya que presenta una muy
reducida vida de anaquel. Entre los riesgos mas importantes que afectan las poblaciones de
pitaya (Stenocereus thurberi) se encuentran los cambios en el uso del suelo correspondiente a
las actividades humanas como el sobrepastoreo de ganado, la agricultura y la recoleccion de
especimenes jovenes y de los problemas de sanidad provocados por fitopatogenos (Pérez-
Molphe-Balch et al., 2002). Ademas, su propagacion natural por medio de semillas es afectada
por distintos factores como la disponibilidad de agua proveniente de las precipitaciones
pluviales durante la floracion y el desarrollo del fruto (Parker, 1988).

La propagacion por medio de sistemas controlados como es el caso de la propagacion in vitro
parece ser una opcion de conservacion y produccion de plantulas de pitaya (Stenocereus
thurberi). Sin embargo, existe poca informacion acerca de la micropropagacion de esta
especie. En este sentido, Pérez-Molphe-Balch et al., (2002) report6 la germinacion y
desarrollo de brotes de pitaya en medio semisdlido, asi como también se ha reportado la

produccion de brotes en sistemas de inmersion temporal.



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 perdida 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. La pitaya (Stentocereus thurberi) fue puesta en la Lista Roja de Especies
Amenazadas de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) en
2010 y considerada como Preocupacion Menor, ya que sus poblaciones se han visto
disminuidas debido a amenazas como el crecimiento de la agricultura, su uso como especie
vegetal no maderable, el uso de las tierras para su uso en la produccion de peces en granjas,

asi como la produccion de forrajes para la industria ganadera (Burquez y Felger, 2017).



1.2 Hipdtesis
Las frecuencias de inmersion cortas (12 h) induciran el desarrollo y formacidon de brotes apicales
en el cultivo de explantes de Stenocereus thurberi en sistemas de inmersion temporal BIT.

1.3 Objetivo General
Evaluar el nimero, longitud de brotes y raices de explantes de pitaya (Stenocereus thurberi)

en sistemas de inmersion temporal (frascos gemelos) a diferentes frecuencias de inmersion.

1.3.1 Objetivos Especificos

1.3.1.1 Evaluar el efecto de medio liquido Murashige y Skoog + 1 mg/L"* de BAP en sistemas
BIT (frascos gemelos) con frecuencias de 8 horas y una inmersion de 5 minutos en nimero
y longitud de brotes en etapa de multiplicacion durante la micropropagacion de pitaya

(Stenocereus thurberti).

1.3.1.2 Evaluar el efecto de medio liquido Murashige y Skoog + 1 mg/L™ de BAP en
sistemas BIT (frascos gemelos) con frecuencias de 12 horas y una inmersion de 5 minutos en
namero y longitud de brotes en etapa de multiplicacion durante la micropropagacién de

pitaya (Stenocereus thurberi).

1.3.1.3 Evaluar el efecto de medio liquido Murashige y Skoog + 1 mg/L de BAP en sistemas
BIT (frascos gemelos) con frecuencias de 24 horas y una inmersion de 5 minutos en nimero
y longitud de brotes en etapa de multiplicacion durante la micropropagaciéon de pitaya
(Stenocereus thurberi).

1.3.1.4 Evaluar el efecto de medio liquido Murashige y Skoog + 1 mg/L™! de BAP en sistemas
BIT (frascos gemelos) con frecuencias de 48 horas y una inmersion de 5 minutos en nimero
y longitud de brotes en etapa de multiplicacion durante la micropropagacion de pitaya
(Stenocereus thurberti).

1.3.1.5 Evaluar el efecto de medio liquido Murashige y Skoog+ 1 mg/L™t de BAP, en sistemas
BIT (frascos gemelos) con frecuencias de 72 horas y una inmersion de 5 minutos en nimero
y longitud de brotes en etapa de multiplicacion durante la micropropagacion de pitaya

(Stenocereus thurberi).



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la pitaya

La “pitaya dulce” como se le llama cominmente, es una cactacea perteneciente al género
Stenocereus, la cual es endémica de México y Estados Unidos, requiere de climas aridos y
semiaridos, se distribuye en los estados de Sinaloa, Baja California, Sonora y Arizona
(Bravo-Hollis, 1978). Esta cactacea adquiere interés ya que sus frutos son considerados
exoticos y son aptos para el consumo humano, de igual forma contienen gran cantidad de
betalainas, compuestos que les confieren los colores vistosos de la pulpa, tienen propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, ademas, estimulan el sistema inmunolégico que puede
reducir padecimientos cardiovasculares y desordenes degenerativos (Song et al., 2016). Por
otro lado, sus tallos son usados para formar cercas naturales, forraje para el ganado y con

fines ornamentales (Casas, 2002).

2.1.1 Botanica

La especie Stenocereus thurberi fue descrita por George Engelm en el afio de 1854, fue
publicada hasta después de su muerte junto con especies como Cereus giganteus, Cereus

schottii en el afio de 1905 en los estudios de Berger (Gibson et al., 1986).

2.1.1.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Subreino: Tracheophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales

Familia: Cactaceae



Subfamilia;: Cactoideae
Tribu: Pachycereeae
Género: Stenocereus

Especie: Thurberi

2.1.1.2 Morfologia de la planta

Las pitayas (Stenocereus thurberi) son cactaceas que crecen en el matorral xero6filo y zonas
costeras del desierto sonorense, llegan a medir de 3 a 10 metros de altura (Bustamante &
Burquez, 2008), poseen tronco corto (Bustamante et al., 2010), estdn completamente
ramificadas, cada rama o tallo de 20 a 30 cm de diametro y no es comun que éstos se vuelvan
ramificar. Los cactus son de un color verde claro y en la base color café oscuro (Arreola-
Nava y Terrazas, 2003); pose entre 12 y 21 costillas redondeadas en seccién transversal,
aréolas con tricomas glandulares los cuales le confieren su coloracion oscura, espinas color
negro que con el tiempo tienden a ser de una coloracion grisacea. Ademas, son aciculares
que van de los 0.7 a los 1.5 cm de largo; florece una vez al afio durante abril-mayo y los
frutos se cosechan entre mayo y junio. Las flores son subapicales o laterales, abren durante
la noche, tienen forma que se asemeja al de un embudo, miden de 5.5 a 8.6 cm de largo y
didametro de 3.2 a 4.8 cm en el extremo (Arreola-Nava y Terrazas, 2003), son de color café
rojizo al inicio para después tornarse a una tonalidad agrisada, producen grandes cantidades
de néctar y polen, permanecen abiertas hasta por 18 horas, son flores quiropterofilas, es decir
estan adaptadas para atraer polinizadores como murciélagos los cuales actian de noche,
algunos insectos o aves durante la mafiana (Salomén-Montijo et al., 2016; Fleming et al.,
1996). Respecto al sistema radicular, las cactaceas no poseen uno complejo y extenso ya que
cuentan con la posibilidad de acumular bastante cantidad de agua en su parte aérea (De la
Barrera, 1997).



Figura 1. Planta de Stenocereus thurberi durante la temporada de cosecha en Sonora
Obtenido de: (CIAD, 2016).
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Figura 2. Flores de Stenocereus thurberi abiertas durante la noche

Obtenido de: Cactaceas y suculentas mexicanas (2005).



Presenta semillas de forma ovalada de color negro brillante que van de los 2.2 a los 2.4 mm
de longitud y de 1.5 a 1.7 mm de ancho; las cuales presentan una viviparidad menor del 10 %,
aproximadamente 1500 semillas por fruto germinan sin agujerar el pericarpio (Arreola-Nava
y Terrazas, 2003), este porcentaje de semillas carece de latencia, lo que hace posible la

dispersion de semillas y la formacidn de nuevas poblaciones (EImqvist y Cox, 1996).
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Figura 3. Semillas de Stenocereus thurberi.

El fruto es de color verde y se torna a rojizo en la madurez, su forma va de redonda a ovalada,
mide entre 3.5y 6 cm de didametro y pesa entre 50 a 60 gramos (Flores, 2003). Contiene espinas
setosas en todo su exterior, las cuales se deprenden al pasar a un estado de mayor madurez,

dejando a la pulpa y semillas expuestas (Arreola-Nava y Terrazas, 2003).



Figura 4. Fruto de Stenocereus thurberi

2.1.1.3 Requerimientos edafoclimaticos

Las condiciones climéticas y las estructuras del suelo son determinantes para el desarrollo y el
crecimiento de las especies, la distribucion de especies vegetales como las del género Stenocereus

se ven delimitadas por las caracteristicas que presente en el habitat (Zafiudo, 1998).

2.1.1.3.1 Clima

El clima en el que se desarrollan puede ser semiarido, arido, semicélido y calido-subhimedo
encaminado a climas tropicales y templados, con una temperatura media de 15.8 y 29.1 °C,
pero pueden soportar temperaturas por arriba de los 40 ° C que se presentan en el desierto de
Sonora y ser mas susceptibles a temperaturas bajas que propicien heladas (Barcenas y
Jiménez, 2010). La altitud varia entre 400 y 2130 metros sobre el nivel del mar. Puede
soportar periodos de sequia extremos de 6 a 8 meses con 450 y 650 mm de precipitacion
pluvial, asi como en regiones del estado de Sonora donde las precipitaciones son limitadas

llegando hasta 94 mm anuales y periodos secos de hasta 1 afio (  Garcia, 2021).

2.1.1.3.2 Suelo

Las pitayas del genero Stenocereus se pueden desarrollar en suelos con fuertes pendientes,
expuestos a constante erosion eolica e hidrica, estos suelos suelen ser de tipo cambisol,

regosol, feozem, luvisol, litosol, y rendzina (Flores, 2002).



2.1.1.4 Formas de propagacion

La pitaya se propaga de forma asexual por medio de esqueje y brazos o sexual por medio de
semillas, siendo la primera la mas usada debido al rapido crecimiento, ademés de que la
reproduccion por semillas se ve afectada por factores como la accion de los polinizadores
que reducen su viabilidad y factores abiéticos como la temperatura y humedad (Valiente-
Banuet, 2002),

2.1.1.4.1 Propagacion por semilla

De manera natural es la forma en que se reproduce este tipo de cactacea, en la cual al ser de
manera sexual da lugar a la variabilidad genética, la generacion de nuevos individuos por
semilla se ve afectada por la baja viabilidad de las semillas. Nolasco et al., (1997) han
demostrado que los porcentajes de germinacion en condiciones de baja humedad y alta
exposicién de irradiacion solar (que son las condiciones en las que deben de desarrollarse
naturalmente) pueden disminuir hasta en un 66 % la germinacion en los dias que comienzan
a brotar (Casillas-Alvarez et al., 2018).

2.1.1.4.2 Propagacion por esquejes

La propagacion por medio de esquejes es la mas utilizada a la hora de establecer cultivos, ya
que presenta un tiempo de crecimiento mas rapido comparado con la propagacién por medio
de semilla, con esta préactica los individuos que se generan contienen la misma constitucién
genética que su progenitor (Garcia, 2021). La seleccidn de los esquejes consiste en cortar una
porcion del tallo, se toma de una rama para eliminar la dominancia apical y asi tener una
produccién mas precoz (Lopez-Gomez et al., 2000). EI tamafio del esqueje suele ser de 0.5
y 1 metros de longitud y cicatriza entre 15 y 30 dias, este procedimiento de seleccion se
realiza de manera visual, es decir mediante las caracteristicas fisicas que la planta y el tallo

presenten (Sanchez-Cortés et al., 2018).



2.1.1.4.3 Propagacion por brazo (rama)
La propagacion de cactaceas columnares se puede realizar por medio de brazos con la parte
apical de 0.8 a 1.1 metros de longitud y cicatrizar de 15-45 dias. El propagulo se planta

dejando una ligera inclinacion (20°-30°) para estimular el crecimiento de brotes (Luna y

Aguirre, 2001).

Figura 5. Propagacion de Stenocereus thurberi mediante brazos (apices)
Obtenido de: Planet Desert

2.1.1.5 Distribucién

La pitaya (Stenocereus thurberi) se distribuye en los estados de Sinaloa, Baja California,
Sonora y Chihuahua en México, y siendo Arizona el Unico estado donde hay presencia en los

Estados Unidos (Arreola-Nava y Terrazas, 2003).
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Figura 6. Distribucion geogréfica de Stenocereus thurberi
basado en: (Burquez y Felger, 2017)

2.2 Usos y aplicaciones de la pitaya

La pitaya tiene varios usos y aplicaciones en la industria alimentaria, ya que se elaboran
helados, bebidas alcohdlicas, jaleas, paletas, mermeladas, nieve, yogur, ate, jugos, entre otros
(Santacruz et al., 2009). Se ha reportado el uso de extractos en biopeliculas con efecto
antimicrobiano en almacenamiento de pescado (Castro-Enriquez et al., 2023), asi como
también el uso de sus componentes como betalainas para la sustitucion de los colorantes
artificiales (Vargas-Campos et al., 2018), lo cual aumenta el contenido nutricional de los
alimentos gracias a las capacidades antioxidantes y antimicrobianas que poseen estos
compuestos (Song et al., 2016). También, tiene aplicacion en la industria farmacéutica y es
utilizada como formadores de cercas naturales (Flores, 2002).
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2.3 Importancia de la pitaya

La importancia de las cactaceas se remonta desde tiempos prehispanicos, los grupos étnicos

como los “Seris” y “Sand P4pagos” las han utilizado como una fuente de alimento, construccion

de viviendas, con fines medicinales y en rituales culturales (Arriaga et al., 2015; Pérez, 2013)

2.3.1 Importancia econémica

La fruta de pitaya adquiere gran importancia econémica ya que su comercializacion de
temporada es ampliamente reconocida y esperada por los habitantes regionales debido a
que representa un incremento en el flujo de ingresos, la mayoria el consumo es local (Flores,
2002).

2.3.2 Importancia ecoldgica

Stenocereus thurberi tiene gran importancia ecoldgica pues es fuente de alimento para los
murciélagos nectarivoros, ya que influye en su distribucién e inclusive en los periodos de
migracion (Valiente-Banued et al., 1996), asi como abejas y demas insectos que son
atraidos por el aroma y el polen de su florescencia. Ademas, algunos animales usan sus
tallos para anidar en ellos, e incluso se protegen de los rayos del sol usando la sombra que
producen o refugiarse de los depredadores entre las partes muertas de este tipo de
cactaceas (JUYYAANIA, 2018).

2.4 Amenazas

Las poblaciones de pitayas se ven amenazadas ante la creciente deforestacion de todo tipo
de ecosistemas, siendo el noroeste, noreste y sureste en donde se encuentra la mayor parte
de deforestacion alrededor del 75 % (Céspedes et al., 2010), la produccién forestal de
productos no maderables provenientes generalmente de zonas aridas y semiaridas ha
aumentado de 62 a 99 mil toneladas segun datos obtenidos del Programa Nacional Forestal
2020-2024 (Diario Oficial de la Federacion, 2020), pues la explotacion de especies como
orégano y lechuguilla trae consigo pérdidas de poblaciones de pitaya debido a las
actividades que se derivan del aprovechamiento de estas especies, ademas de la degradacion
y erosion de los suelos, la destruccion de sus habitats para uso ganadero y agricola (Pérez-
Molphe-Balch et al., 2002).
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2.5 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos es definido como el conjunto de técnicas que tienen en comun el cultivo
de un explante vegetal, es decir ya sean protoplastos, células, tejidos, asi como también
organos, bajo condiciones asépticas controladas (Levitus et al., 2010). Esta area de la
biotecnologia se remonta a finales del siglo XIX cuando Gottlieb Hamberlandt obtuvo
tejidos y células de plantas superiores y las dispuso en medios de cultivo; no obtuvo
resultados positivos ya que utilizd células parenquimaticas, las cuales estdn muy
diferenciadas. Hoy en dia es considerado como el padre de la técnica de micropropagacion
en el area de la biotecnologia vegetal, sin embargo, fue hasta la década de 1930 que White

y Gautheret lograron con éxito el cultivo de células vegetales in vitro (Sharry et al., 2015).

2.5.1 Etapas del cultivo de tejidos

Para obtener una planta completa a través del cultivo in vitro se debe pasar por ciertas etapas
0 pasos, de los cuales dependeré el éxito del cultivo, es por eso que se consideran las
siguientes etapas: Acondicionamiento de la planta madre, desinfeccion superficial del
explante, establecimiento/introduccidn del material a condiciones estériles, multiplicacion,

medio de enraizamiento y aclimatacion (Castillo, 2004; Segretin, 2006) Figura 7.
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Figura 7. Etapas del cultivo de tejidos vegetales.
*a) Acondicionamiento de la planta madre; b) Desinfeccion; c) Establecimiento; d) y e) Multiplicacion; f)
Enraizamiento; g) y h) Aclimatacion

2.5.1.1 Acondicionamiento de la planta madre
Es necesario preparar la planta de la cual se tomara la parte vegetal para su establecimiento
en el cultivo de tejidos vegetales (Castillo, 2004). Mediante el suministro de los nutrientes
necesarios para obtener explantes de mayor calidad y la aplicacion de sustancias que

eliminen enfermedades y microorganismos (Levitus et al., 2010).
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2.5.1.2 Desinfeccion del material vegetal

La desinfeccion del material vegetal es un punto clave para evitar pérdidas de explantes por

contaminacion, entre las sustancias que se utilizan se encuentran el etanol (C2HsO),

el

hipoclorito de calcio (CaClO), bicloruro de mercurio (HgCI2), el peréxido de hidrogeno (H20>)

y el hipoclorito de sodio (NaClO), siendo este ultimo el mas utilizado gracias a su efectividad,

de facil acceso y lo econdmico que resulta (Borges et al., 2009).

2.5.1.3 Establecimiento del material vegetal en condiciones asépticas (in vitro)

Esta etapa consiste en introducir el material vegetal al medio de cultivo previamente
esterilizado, en condiciones asépticas en una campana de flujo laminar, en esta etapa se
seccionan los explantes con cortes limpios (esto para evitar la deshidratacion y pérdidas por
oxidacion) de acuerdo a las caracteristicas deseadas (Castillo, 2004).

2.5.1.4 Multiplicacion

Los explantes de las etapas anteriores son utilizados en la produccién de nuevos brotes en
frascos con medio de cultivo (Castillo, 2004) y/o en otro tipo de medio de propagacién
como los sistemas de inmersion temporal, con la finalidad de obtener un nimero mayor de

plantulas.

2.5.1.5 Enraizamiento

Para el proceso de enraizamiento se requiere un traspaso de los explantes a un medio con
una concentracion menor de sales, por ejemplo, MS (Murashige y Skoog) a una reduccion
de 0.5X muestra buenos resultados para la induccion de raices, asi como también la
modificacion en las concentraciones hormonales (Murashige y Skoog, 1962). Por su parte
(Roca y Mroginski, 1991) indican que el aumento de auxinas exogenas es un buen

estimulante para la formacion de sistemas radiculares.
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2.5.1.6 Aclimatacion

Este proceso es el méas critico y en el cual se suele perder la mayor cantidad de plantas,
debido a los procesos de adaptacion a su nuevo entorno, todo esto desencadena una serie
de cambios en los procesos fisioldgicos, asi como también a las nuevas interacciones

bioldgicas principalmente en su entorno edafico (Montes-Cruz et al., 2016).

2.5.2 Medio de cultivo

La formulacion de los diferentes medios de cultivo es crucial para el 6ptimo desarrollo del
explante, el medio de cultivo puede definirse como una solucion ya sea liquida o semisolida
de formulacion conocida que proporcionan al explante lo necesario para su crecimiento
(Fernandez et al., 2019; Levitus et al., 2010). Hoy en dia existen un nimero bastante amplio
de medios de cultivo, los cuales van acorde a la especie, y a los objetivos del cultivo que se
desea obtener. Todos los medios concuerdan con una formulacion base la cual contiene:
una fuente de carbono (por lo regular se usa azucar comercial), sustancias inorganicas
(macroelementos: Ca, N, K, Mg, P, S y microelementos: Zn, Fe, B, Co, Mn, Mo entre
otros), vitaminas (B1, B2, B6, E, H, entre otras), reguladores de crecimiento (auxinas,
giberelinas, citoquininas), materiales inertes (agar, agarosa) (Segretin, 2006). Los

diferentes componentes y sus concentraciones influyen en el crecimiento de cada cultivo.

2.5.3 Reguladores de crecimiento vegetal y fitohormonas

Los reguladores de crecimiento vegetales son sustancias organicas que producen cambios en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, estas sustancias pueden ser obtenidas de organismos
como Bacillus, Rhizobium y Pseudomonas o sintetizarse quimicamente, es decir son de origen
exogeno para las plantas (Sajjad et al., 2017). Las hormonas vegetales o fitohormonas son
definidas segun (Thimann, 1948) como una sustancia organica de origen vegetal, es decir
producida por la misma planta, la cual controla las funciones fisiol6gicas en sitios alejados de
donde se produce y actla en cantidades minimas.

Entre las principales fitohormonas encontramos: auxinas, siendo el acido indol-3-acético (AlA),
acido indol-3-butirico (IBA), acido fenilacético (PAA), acido cloroindol-3-acético (CI-IAA)

(Jordan y Casaretto, 2006); citocininas donde encontramos a la zeatina; giberelinas: el acido
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giberélico (AG3); brasinoesteroides (BR) como el brasindlido (Hernandez y Garcia-Martinez,
2016); etileno; jasmonatos como el &cido jasmoénico; acido abscisico y en los principales
reguladores de crecimiento vegetal encontramos: auxinas como el acido naftalenacético (ANA)
y el acido 2,4 diclorofenoxiacético, acido 2-metoxi, 3,6-Diclorobenzoico (dicamba), acido
2,4,5-triclorofexoiacético (2,4,5-T) ; citocininas como la 6 isopentanil adenina (2iP), 6-
bencilamina (6 BA) y la kinetina (KIN); brasinoesteroides (BR); jasmonatos; estrigolactonas
como el estrigol (GR24) (Orellana-Maldonado, 2022; Alcantara-Cortés et al., 2019).

2.6 Sistemas de inmersién temporal (SIT)

Los sistemas de inmersién temporal partieron de la implementacion del cultivo de tejidos en
medio liquido, el contacto de los explantes con el medio era de forma permanente, por lo que se
presentaba la hiperhidricidad la cual era una gran desventaja (Jara et al., 2006). La
denominacion de sistemas de inmersion temporal fue acufiada por el Centro de Cooperacién
Internacional en Investigacion Agrondémica para el Desarrollo (CIRAD) por sus siglas en
francés, en 1997 (Teisson y Alvard, 1997). Los SIT pueden definir como sistemas de cultivo
automatizados o semiautomatizados periddicos (con inmersiones de unos minutos cada cierto
tiempo) (Mufiz, 2018). El disefio de los SIT surgié con la idea de introducir un flujo de aire
hacia uno de los frascos y pasar el medio de cultivo liquido al otro, en donde se encontraran los
explantes, después el medio regresaria por accion de la gravedad al frasco inicial (Rosales et al.,
2003). Estos frascos reciben el nombre de biorreactor, el cual se define como un recipiente o
sistema, que proporciona las condiciones adecuadas para el crecimiento, desarrollo y/o
produccién de compuestos de interés que se origine del cultivo (Trujillo-Roldan y Valdez-Cruz,
2009).

El uso de sistemas de inmersion temporal presenta varias ventajas frente a los sistemas de
micropropagacion convencionales, entre las cuales podemos encontrar el uso de poca mano de
obra (Paek et al., 2005), ya que con el uso de propagacidn convencional se tienen que realizar
subcultivo. También reducen problemas de vitrificacion, permite una mayor absorcion de
nutrientes al sumergirse todo el explante y no solo se limita a la absorcion por medio de la parte
gue mantiene contacto como es en el caso de cultivos en medio semisélido. Otra de las ventajas,
es que permite el intercambio de gases dentro de los biorreactores ayudando asi al
endurecimiento de las plantas (Watt, 2012) y por ende una mayor tasa de supervivencia en etapas

posteriores.
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2.6.1 Sistema BIT (Frascos gemelos)

El sistema BIT fue implementado por (Escalona et al., 1999), su disefio consiste en un
contenedor el cual puede ser una botella, frasco, matraz u otro recipiente de boca ancha que
actlia como un deposito para medio de cultivo y otro en el que permanece el material vegetal,
asi mismo estos estan unidos por un tubo o manguera por el cual pasa el medio cuando se le
introduce aire a uno de los recipientes mediante una bomba o compresor. Cada recipiente debe
de estar conectado a una linea de aire a presion y a una valvula liberadora de presion (solenoide),
ademas, de conectarse también a filtros hidrofébicos de 0.2 micras que impidan el paso de
microorganismos que pudieran afectar el cultivo (Figura 8 A). Tanto los flujos de aire como la
liberacion de presidn deben de estar controladas por temporizadores para regular e iniciar los
periodos de inmersion (Georgiev et al. 2014; Watt, 2012; Mufiz, 2018).

Este sistema de inmersidn temporal reduce el costo de los recipientes en comparacion con el
sistema RITA®, debido a la rusticidad de recipientes como frascos de vidrio comerciales,
recipientes (galones, botellas) de PET. Otra ventaja de este tipo de sistemas es la durabilidad,
ya que pueden estar en funcionamiento durante largos periodos de tiempo sin la necesidad de
hacer subcultivos (Jara et al., 2006), también se ha incluido el uso de esponjas (Figura 8 B) en
los recipientes contenedores del material vegetal con el fin de reducir el movimiento de los
explantes durante el periodo de inmersion y mantener porcentajes de humedad de 85-90 %
(Georgiev et al., 2014).
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Figura 8. Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT).
*A) sistema BIT sin esponjas; B) sistema BIT con esponjas
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I1l.  MATERIALES Y METODOS
3.1 Material Vegetal
3.1.1 Obtencidén del material vegetal

El material vegetal se obtuvo por medio de la recoleccion de semillas en el estado de Sonora en
el municipio de Carb6 ubicado en el desierto de Sonora a aproximadamente 80 km al norte de

Hermosillo.

3.1.2 Seleccion y preparacion de semilla
Se seleccionaron completamente al azar semillas de pitaya (Stenocereus thurberi) para su
propagacion in vitro en medio basal Murashige y Skoog (MS 1X), en el Laboratorio de
Biotecnologia y Biologia Molecular del Departamento de Ciencias Bésicas de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro sede Saltillo. Se utilizaron plantas de seis meses de edad para

su posterior propagacion.

3.2.1 Desinfeccién de la semilla

Se utilizo el protocolo previamente reportado para la desinfeccion de las semillas de pitaya de
Mercado-Hernandez, (2023) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Desinfeccién de semillas

Solucién Tiempo (minutos)
Captan (1 g. L) 10

Alcohol (70 %) 5

Hipoclorito de sodio (25 %) 5

*Gramos por litro (1 g. L1)

3.3 Establecimiento

3.3.1 Medio de cultivo para establecimiento de semillas

El medio de cultivo utilizado para el establecimiento de semillas fue Murashirage y Skoog (MS
1X), se ajusto el pH a 5.7 y se colocaron aproximadamente 20 ml en frascos con capacidad de
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150 ml.

Cuadro 2. Medio de cultivo para establecimiento de semillas

Compuesto Concentracion
Murashige y Skoog (CAS 87-89- 43g.L1

8)

Sacarosa (CAS 87-89-8) 30g.L1
Myo-inositol (CAS 87-89-8) 0.1g.L1

Plant Preservation Mixture 100 . L1
Agar (CAS 9002-18-0) 75g.L1

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

3.3.2 Esterilizacion

El proceso de esterilizacion se Ilevo a cabo en una autoclave marca Novatech modelo EV-30,

durante un periodo de tiempo de 20 minutos a presion de 20 PSI y temperatura de 120 °C e

inmediatamente llevados a campana de flujo laminar marca Novatech.
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Figura 9. Autoclave utilizada para la esterilizacion de medios de cultivo.

3.3.3 Siembra de semillas

Se sembraron cuatro semillas por frasco a una profundidad de entre 4 y 7 mm en el medio de
cultivo semisolido y se incubaron a una temperatura de 24 + 2 °C, con un fotoperiodo de 16/8
horas luz-oscuridad.

Figura 10. Semillas sembradas e medio urashige y Skoog (MS 1X).

3.4 Estrategia Experimental
3.4.1 Tratamientos

La evaluacion consistid en cinco tratamientos tomando como variable la frecuencia de
inmersion, cada tratamiento se realiz6 por duplicado en un Sistema de Inmersion Temporal

(frascos gemelos), se utilizaron brotes de las semillas con una longitud de entre 5y 6 cm.
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Figura 11. Material vegetal de Stenocereus thurberi después de 5 meses de
establecimiento.

3.5 Multiplicacién en sistema BIT (Frascos gemelos)

Se evaluaron cinco tratamientos: T1 (8 horas), T2 (12 horas), T3 (24 horas), T4 (48 horas),
T5 (72 horas) con diferentes frecuencias de inmersion. Se utilizaron plantulas de pitaya
realizando 3 cortes transversales para su multiplicacion in vitro (Figura 14 a):
Posteriormente, se colocaron nueve explantes en biorreactores con capacidad para 1 Litro de
medio (Figura 14 b). Finalmente, se incubaron a 24 °C + 2 °C, con un fotoperiodo de 16/8
horas luz-oscuridad (Figura 14 c). EI medio para los cinco tratamientos se describe en el
Cuadro 2.
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Figura 12. Multiplicacion de Stenocereus thurberi en sistema BIT (Frascos gemelos)
*a) explantes de pitaya; b) introduccion a biorreactores; ¢) incubacion de pitaya en sistema BIT (frascos
gemelos).
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Cuadro 3. Tratamientos evaluados en sistema de frascos gemelos (BIT)

COMPUESTO T1 T2 T3 T4 T5
%lirza_szhfg));ikoog (CAS43 43911 43g.L1 43g.L1 43g.L1 43g.L1
Sacarosa (CAS 57-50-1) 30 g. L1 30 g. L1 30 g.L1 30 g.L1 30 g. L1
Myo-inositol (CAS 87-89-8) 0.1 g.L1 0.1g.L1 0.1g.L1 0.1g.L1 0.1g.L1
Plant Preservation Mixture 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1%

Reguladores de crecimiento

Tiempo de inmersién

Frecuencia de inmersion

BAP (CAS 121439-7)
1mg. Lt

5 minutos

8 horas

BAP (CAS 121439-7)
1mg. L1

5 minutos

12 horas

BAP (CAS 121439-7)
1mg. L1

5 minutos

24 horas

BAP (CAS 121439-7)
1mg. L1t

5 minutos

48 horas

BAP (CAS 121439-7)
1mg. Lt

5 minutos

72 horas

*Miligramos por litro (mg. L-1), 6-Benzylaminopurine (BAP), Microlitros por litro (ul. L-1)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Se observo respuesta a los 14 dias de incubacion en los tratamientos T3 y T5 con el

surgimiento de raices en el 30 y 50 % de los explantes respectivamente (Figura 13).

Figura 13. Raices de pitaya
*A) Raices en el tratamiento T3; B) Raices en el tratamiento T5.

Los primeros brotes se presentaron a los 23 dias en el 30 % de los explantes en el tratamiento
T2 (Figura 14 a) y el 10 % en el T3 (Figura 14 b).

A

Figura 14. Brotes de pitaya
*A) Brotes en el tratamiento T2; B) Brotes en el tratamiento T3

4.1 Multiplicacion Tratamiento 1 (T1)
Le evaluacion realizada a los 50 dias en los biorreactores a una frecuencia de 8 horas T1, con

dos repeticiones, repeticion uno “A”, repeticion dos “B” y nueve replicas bioldgicas por cada
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una de ellas, de las cuales tres eran brotes apicales y seis cortes laterales. En esta evaluacion
las replicas Al, A2, A4, A5, B1, B3-B6 presentaron 3, 1, 2, 2, 1, 2, 2, 1, 2 y 1 brotes
respectivamente, con una media promedio de 0.83 brotes por explante (Cuadro 4.) De los
seis cortes apicales evaluados solo uno presentd la formacion de brotes, y todos formaron
raices adventicias, con una media promedio de 0.36 raices por explante (Cuadro 4). Las
réplicas B2 y B3 presentaron oscurecimiento debido a la oxidacion por compuestos fenolicos,
pero no fueron necrosados. En este sentido, Rodriguez-Arteaga et al. (2019) reportd hasta

1.2 % de necrosis en explantes de Stenocereus spp.

Figura 15. Explantes del tratamiento 1. Barra de escala = 1cm.

*A) repeticion uno; B) repeticion dos

4.2 Multiplicacion tratamiento 2 (T2)
La evaluacion del T2 a frecuencias de inmersion cada 12 horas con dos repeticiones “A” y
“B” y nueve replicas por cada repeticion fueron seis explantes laterales y tres apicales. El T2
indico que las réplicas Al, A4-A6, B1-B3, B5, B6 produjeron 3, 2,6, 1, 1, 5, 3, 7 y 1 brotes
respectivamente. Con una media promedio de 1.04 brotes por explante a la evaluacion
realizada a los 50 dias. La media promedio para el nimero de raices fue de 0.60 (Cuadro 4),
en la etapa de multiplicacion el nimero y longitud de raices no son determinante, ya que son

raices adventicias del explante, por lo que estas se tendran que separar de los brotes obtenidos
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al momento de realizar los subcultivos subsecuentes (Martinez et al., 2011).

Figura 16. Explantes del tratamiento 2. Barra de escala = 1cm.

*A) repeticion uno; B) repeticion dos

4.3 Multiplicacién tratamiento 3 (T3)
La evaluacion del T3 a frecuencias de inmersion cada 24 horas con dos repeticiones “A” y
“B” y nueve replicas por cada repeticion de los cuales fueron seis explantes laterales y tres
apicales mostraron que las réplicas Al, A2, A4, A6, B1-B4, B6 presentaron 1, 2, 3, 2, 2, 3,
2, 2y 2 brotes respectivamente, con una media promedio de 0.83 brotes por explante
(Cuadro 4), valor menor al obtenido en T2. La formacion de raices fue en aumento respecto
de T1y T2 con una media promedio de 0.67 (Cuadro 4).
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Figura 17. Explantes del tratamiento 3. Barra de escala = 1cm.

*A) repeticion uno; B) repeticion dos

4.4 Multiplicacién tratamiento 4 (T4)
La evaluacion de T4 a frecuencias de inmersion cada 48 horas con dos repeticiones “A” y
“B” y nueve réplicas por cada repeticion, de los cuales fueron seis explantes laterales y tres
apicales mostraron que las réplicas A1-A3, A4, A5, B1-B6 presentaron 1, 3,2, 1,2, 1,1, 1,
1y 1 brotes respectivamente, con una media promedio de 0.78 brotes por explante (Cuadro
4), siendo menor que los valores obtenidos en T1, T2 y T3. La media promedio de raices fue
de 0.89 por explante 2.4 veces mayor que el valor obtenido en T1 (tratamiento con menor
namero de raices), lo que sugiere que a menor frecuencias de inmersién se estimula el nimero

y longitud de raices.
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Figura 18. Explantes del tratamiento 4. Barra de escala = 1cm.

*A) repeticion uno; B) repeticion dos

4.5 Multiplicacién tratamiento 5 (T5)
La evaluacion de TS5 a frecuencias de inmersion cada 72 horas con dos repeticiones “A” 'y
“B” y nueve réplicas por cada repeticion, de los cuales fueron seis explantes laterales y tres
apicales mostré que las réplicas Al, A5, A6, B1-B3 y B6 tuvieron el crecimiento de 1, 2, 3,
1,1y 1 brotes, con una media promedio de 0.48 brotes por explante, siendo el valor méas
bajo comparado con los demas tratamiento (T1, T2, T3 ,T4), pero con la mayor generacion
de raices (1.22) y 1.06 cm de longitud, respectivamente. Estos valores son superiores a los
reportados por Rodriguez-Arteaga et al. (2019) donde obtuvieron valores medios de 0.4 cm

de raices de Setenocereus spp. en medio semisolido.
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Figura 19. Explantes del tratamiento 5. Barra de escala = 1cm.
*A) repeticion uno; B) repeticion dos.

4.6 Analisis estadisticos

Cuadro 4. Comparacion de medias Tukey de la evaluacion de los tratamientos para la multiplicacion en
sistemas de inmersion temporal BIT frascos gemelos.

TRAT NB LB AB NR LR
1 0.83 ab 0.27 ab 0.34 ab 0.36 a 0.46 a
2 1.04 b 0.23 ab 0.31 ab 0.60 a 0.50 a
3 0.83 ab 0.27 ab 0.39 ab 0.67 a 0.64 a
4 0.78 ab 029 b 0.40 b 0.89 a 1.03 a
5 0.48 a 0.14 a 0.19 a 122 a 1.06 a

* Valores con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey, a = 0.05), numero de brotes NB, longitud de brotes LB,
ancho de brotes AB, nimero de raices NR y longitud de raiz LR.
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Cuadro 5. Correlaciones absolutas de las variables evaluadas.

NB LB AB NR LR
VARIABLE
NB 1.000000 0.731801 0.537161 0.612004 0.618921
LB 0.731801 1.000000 0.907813 0.484605 0.470634
AB 0.537161 0.907813 1.000000 0.285716 0.352368
NR 0.612004 0.484605 0.285716 1.000000 0.908839
LR 0.618921 0.470634 0.352368 0.908839 1.000000

*Valores cercanos a 1 denotan correlacion entre variables, numero de brotes NB, longitud de brotes LB, ancho de brotes AB
namero de raices NR y longitud de raiz LR.
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V. CONCLUSIONES

Las frecuencias de inmersion cortas indujeron el desarrollo y formacion de brotes apicales
en el cultivo de explantes de Stenocereus thurberi en sistemas de inmersion temporal BIT

siendo el tratamiento 2 (12 horas durante cinco minutos) el que obtuvo el mayor nimero
de brotes.
Este trabajo establece las bases para la produccion de pitaya en Sistemas de Inmersion
Temporal, sin embargo, se sugiere la evaluacion de distintos cortes en biorreactores, asi

como, la evaluacién en brotes con periodos mas largos.
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