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RESUMEN

La presente tesis se plante6 como objetivo principal micropmﬁgar pitahaya naranja de
Churuja (Hylocereus sp.) a partir de fragmentos dﬁladodios en condiciones in vitro. Se
introdujeron semillas de pitahaya en condiciones in vitro, mediante el uso de soluciones
desinfectantes y medio de cultivo MS. Las plantulas germinadas fueron utilizadas para la
fase de multiplicacion mediante la segmentacion del cladodio y posterior introduccién en
diferentes medios de cultivos con combinacién de Bencilaminopurina (BAP) y acido indol-
3-butirico (AIB). Los brotes formados fueron separados e inducidos a enraizar con
diferentes concentraciones de AIB. Posteriormente, las plantulas completas regeneradas
fueron llevadas a vivero para su respectiva aclimatacion. Obteniéndose como resultado
0% de contaminacion y 100% de germinacion en la fase de desinfeccion de semillas. Se
a)tuvo 100% de explantes con formacion de brotes y 9.67 brotes en promedio por explante
con el medio de cultiva MS adicionado con 2 mg/L de BAP y 0.1 mg/L de AIB en la fase de
multiplicacién. Para la fase de enraizamiento se obtuvo la respuesta del 100% de explantes
con formacion de ra‘ﬁs, 3.26 raices por explante y 4.12 cm de longitud de raices por
explante empleando el medio de cultivo MS adicionado con 1 mg/L de AIB. Y finalmente,
para el caso de la aclimatacion de las plantulas se obtuvo el 100% de sobrevivencia,
plantulas con 16.18 cm de longitud, 9.06 cm de diametro, 4.37 cm? de volumen, 13.85 cm?2
de area, 5.2 raices y 7.91 cm de longitud de raices empleando el sustrato de musgo y
arena en una relacion 2:1. En conclusion, el estudio ha demostrado la importancia de
determinar los medios de cultivo éptimos para el establecimiento de un protocolo de
micropropagacion en condiciones in vitro de pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.)
a partir de fragmentos de cladodios, permitiendo obtener gran nimero de plantulas

vigorosas.

Palabras clave: Micmwpagacién, germinacién, multiplicacién, enraizamiento,

aclimatacion, propagacion in vitro.




ABSTRACT

The main objective of this thesis was to micropropagate Churuja orange pitahaya
(Hylocereus sp.) from cladode fragments under in vitro conditions. Pitahaya seeds were
introduced under in vitro conditions, using disinfectant solutions and MS culture medium.
The germinated seedlings were used for the multiplication phase by segmentation of the
cladode and subsequent introduction into different culture media with a combination of
Benzylaminopurine (BAP) and indole-3-butyric acid (IBA). The shoots formed were
separated and induced to root with different concentrations of AIB. Subsequently, the
complete regenerated seedlings were taken to the greenhouse for acclimatization. As a
result, 0% contamination and 100% germination were obtained in the seed disinfe&on
phase. 100% of explants with shoot formation and 9.67 shoots on average per explant were
obtained with MS culture medium added with 2 mg/L of BAP and 0.1 mg/L of AIB in the
multiplication phase. For the rooting phase, a response %1 00% of explants with root
formation, 3.26 roots per explant and 4.12 cm of root length per explant was obtained using
the MS culture medium added with 1 mg/L of AIB. And finally, in the case of seedling
acclimatization, 100% survival was obtained, seedlings with 16.18 cm length, 9.06 cm
diameter, 4.37 cm? volume, 13.85 cm? area, 5.2 roots and 7.91 cm root length using the
moss and sand substrate in a 2:1 ratio. In conclusion, the study has demonstrated the
importance of determining the optimal culture media for the establishment of a
micropropagation protocol under in vitro conditions of Churuja orange pitahaya (Hylocereus
sp.) from cladode fragments, allowing obtaining a large number of samples, vigorous

seedlings.

Keywords: Micropropagation, germination, multiplication, rooting, acclimatization, in vitro
propagation.




CAPITULO | )
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

La pitahaya (Hylocereus sp.), generalimente llamada fruta escamosa o del dragén, es un
fruto exodtico, que se encuentra expandiéndose de una forma acelerada en el mundo,
debido a sus distintas propiedades organolépticas, nutricionales, fisicoquimicas y
bioactivas (Verona-Ruiz et al., 2020), adaptandose muy bien en climas con baja cantidad

de agua, creciendo sobre piedras, muros, arena, troncos secos y arboles (Ruiz, 2009).

Actualmente diversos paises cultivan pitahaya, siendo los principales productores Vietnam,
Colombia, México, Costa Rica y Nicaragua, comercializando las variedades roja, amarilla,
rosada, de pulpa blanca, pulpa roja; teniendo como socios comerciales ala Unién Europea
y Asia, principalmente China como el mayor importador (Vifias et al., 2012). En nuestro
pais la produccion estd aumentando rapidamente gracias a sus condiciones
edafoclimaticas favorables para su desarrollo y a las excelentes propiedades nutritivas que
poseen sus frutos. En Per( se encuentra distribuido principalmente en Amazonas donde
crece naturalmente, San Martin, Ancash, Lambayeque, Lima y Piura (Vargas-Gutiérrez y
Lopez-Montafiez, 2020).

Ahora, la productividad estd sumamente destinada al mercado interno, pero, cuenta con
mercados en Europa como Holanda y Francia, asimismo Asia y Estados Unidos (Vargas,
2020). En la regidon San Martin, se esta impulsando y promoviendo este cultivo a través de
asociaciones, cooperativas y empresas privadas. Sin embargo, el problema radica en la
propagacion de esta especie, la cual se multiplica en forma sexual y asexual. Siendo la
mas utilizada la asexual a través de esquejes por ser el método mas facil y eficiente, el
cual requiere de grandes espacios, resultando “poco eficaz para proporcionar plantulas a

gran escala” debido al gran tamano de estos tejidos (Estrada-Luna et al., 2008).

Ademas, la pitahaya presenta problemas fitosanitarios, que son provocados por diversas
especies de los géneros Pseudomonas, Fusarium, Erw;' y Colletotrichum, llegando a
ocasionar pérdidas de hasta un 80% e incrementando los costos de producciéon en el

manejo de hasta un 50% (Zambrano-Forero et al., 2015).
El método convencional de propagacion de la pitahaya es mediante enraizamiento de

cladodios, el cual facilita mucho a los agricultores a mantener sus cultivos homogéneos y
a bajo costo. Sin embargo, este proceso es susceptible a infecciones patégenas debido a
las heridas mecanicas (Lee et al., 2022).
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La reproduccidn sexual a partir de semilla botanica no es muy recomendable por presentar
periodo de produccion muy lento, implicando bastante cuidado y tarde entre 4-6 afios para
alcanzar su fase de reproduccion (Montesinos et al., 2015).

Ante ello se presenta la micropropagacion como una alternativa importante garantizando
la calidad y eficiencia para la propagacion de pitahaya, obteniendo una produccion maxima
y uniforme de “plantulas a partir de una pequena cantidad de material vegetal”, en un
espacio minimo, brindando condiciones asépticas como plantulas sanas y libres de
enfermedades en un periodo breve (Qingzhu et al., 2014). Posterior a su multiplicacién en
condiciones asépticas, las plantas pasan por una fase de aclimatacién, proceso por el cual
una planta se adapta a las condiciones climaticas o ambientales de un nuevo habitat. Es
la Ultima etapa crucial y clave en la micropropagacion exitosa de las plantas, y para ello es
crucial el desarrollo de un sistema de raices saludable para que las plantulas

micropropagas in vitro sobrevivan después del trasplante (Mohammed et al., 2023).

En comparacion, la micropropagacion puede ser econémicamente mas rentable que la
propagacion convencional por cladodios enraizados en vivero. Esto debido sobre todo de
la escala de produccion, es decir a la obtencién de cientos de plantas a partir de uno o

pocos explantes iniciales (Lee et al., 2022).

El éxito en la micropropagacion podria potenciar su productividad y desarrollar estrategias
comerciales para ser un agroexportador potencial, es por ello por lo que una gran
alternativa es la micropropagacion in vitro, siendo un método viable que asegura eficiencia

y calidad.

Por lo tantg, la presente tesis se planted como objetivo principal micropropagar pitahaya
naranja de Churuja (Hylocereus sp.) a partir de fragmentos de cladodios en condiciones in

vitro.

Asi mismo, los objetivos especificos fueron:

a) Determinar un protocolo éptimo de desinfeccion de semillas de pitahaya naranja de
a*uuruja (Hylocereus sp.) para el establecimiento en condiciones in vitro.

b) Determinar el medio de cultivo mas eficiente en la multiplicacién de pitahaya naranja

Churuja (Hylocereus sp.) a partir de segmentos de cladodios.

c) Determinar el medio de cultivo méas eficiente en el enraizamiento de cladodios de
pitahaya naranja de Churuja (Hyfo&*reus sp.) en condiciones in vitro.

d) Evaluar el sustrato mas adecuado en la aclimatacién de plantulas de pitahaya naranja
de Churuja (Hylocereus sp.) en condiciones de vivero.
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2.1. Antecedentes de la investigacion
Zambrano-Forero et al. (2015), en Tolima, Colombia, evaluaron el efecto del crecimiento

in vitro por organogénesis directa de Hylocereus megalanthus. En su metodologia las
plantas madre fueron obﬁidas de un banco de germoplasma de Tolima, donde, los
cladodios se seccionaron en segmentos de 1 cm, los cuales fueron sembrados en medio
de cultivo Murashiﬁ y Skoog (MS) complementado con diferentes concentraciones y
combinaciones de&encilaminopurina (BAP), Kinetina (Kin) y Acido indol acético (AIA).
Oauvieron mayor elongacion y produccién de brotes al aplicar (BAP) 0.5 mg/L y 1.0 mg/L
y un mayor namero de raices al comb'ﬁr 1.0 mg/L (Kin) + 0.3 mg/L (AlA). Concluyeron
que hubo diferencia significﬁ'va entre el tratamiento (BAP) 0.5 mg/L y (Kin) 0.5 mg/L en
elongacion de brotes, con respecto al nimero de raices no hubo significancia entre los
tratamientos a los 45 dias.
Mallap (2020), en Amazonas, Peru, evalué cuatro medios de cultivo en la multiplicacion in
vitro de Ia;itahaya amarilla (Hylocereus megalanthus). Realiz6 los siguientes tratamientos:
T1=MS, sagarosa 30 g/L y agar 7g/L; T2= MS, sacarosa 30 g/L, agar 7g/L y Agua de Coco
(AC) 10°/h'T3= MS, sacarosa 30 g/L, agar 7g/L, AC 20% y Carbén Activado (CA) 2 griL,;
T4= MS, sacarosa 30 g/L, agar 7g/L, BAP 0.1 mg/L y Acido naftalenacético (ANA) 3 mg/L.
Obtuvieron en el T4 los mayores porcentajes en formacion de callos 88%, y en el T3 los
mejores porcentajes de num de raices 82.5%, numero de brotes 1.18 y longitud de
brotes 1.66 mm. Concluyeron que existe diferencia significativa en los cuatro tratamientos
a los 60 dias.

Malqui (2021), en Amazonas, Peru, evaluo seis sustratos organicos en la aclimatacion de
plantulas pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus), las cuales fueron previamente
obtenidas mediante cultivo in vftro.én su metodologia el material genético empleado fue
evaluado en seis tratamientos: T1= Compost 50% + arena 50%; T2= Compost 50% + tierra
de bosque 50%; T3= Arena 50% + tierra de bosque 50%; T4= Compost 100%; T5= Arena
100% y T6= Tierra de bosque 100%. Obteniendo los mejores resultados en el T2 y T6 con
una supervivencia 100%, mayor altura y mejor desarrollo radicular. Concluyo que ambas
mezclas eran ricas en mate&'a organica, ademas poseen buena aireacidn y alta retencion
de humedad, permitiendo que la aclimatacién de plantas obtenidas in vitro sea mas
eficiente. -

Vargas (2020), en Ancash, Perl, evaluo el efecto de las concentraciones de BAP en el
cultivo in vitro de Pitahaya roja (Hylocereus undatus) en la fase de multiplicacién. En su
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metodologia aplicd 0.5 ppm de (AlA) en las cinco diferentes concentraciones de (BAP).
Obteniendo el mayor promedio de altura 5.23 cm, mayor promedio de brotes 4.6 brotes por
explante y mayor promedio de longitud radicular 6.63 cm. al combinar (2 ppm BAP +
0.5ppm AlA). Concluyo que la 6ptima en la fase de multiplicaciéon es utilizando 2 ppm
(BAP).
Mallap-Detquizan et al. (2022), en Amazonas, Perd, Evaluaron la viabilidad del
establecimiento in vitro de pitah amarilla. En su metodologia utilizaron semillas
botanicas que fueron desinfectadas con alcohol (70 %) por 30 s y hipoclorito de sodio (2 %
+ Tween 20 (0,1 %), por 10 min y tres enjuagues con agua estéril, inﬁbaron las semillas
en un ambiente controlado para su desarrollo, temperatura de 24+1°C ,&Jminacién de 3000
lux y fotoperiodo de 16 h luz, los medios de cultivo que emplearon para la germinacién
fueron: TO= agta estéril (3 ml); T1=MS (50 %), sacarosa (30 g/L), agar (6 g/L); T2= acido
giberelico AG (250 mg/L); T3= MS (100 %), sacarosa (30 g/L), agar (6 g/L), (AG) (250
mg/L). en los resultados identificaron que el mejor medio para el establecimiento en
pitahaya es MS a media potencia adicionado con 30 g/L de sucrosa y 6 g/L de agar,
logrando la mejor germinacion del 100%, mejor altura, mayor numero y longitud de raices.
Concluyeron que los reguladores de crecimiento evitan la germirﬁién de las plantulas.
Martinez y Martinez (2019), en Managua, Nicaragua, evaluaron la Técnica Biotecnolégica
para la propagaciéon in vifro en (Hylocerus undatus). Determinaron el protocolo de
desinfeccion del tejido vegetal y luego los introdujeron en (MS) adicionado (AlA) y (BAP)
en diferentes corﬁntraciones en la fase de multiplicacién, posteriormente utilizaron cinco
concentraciones de (AlA) en la fase de enraizamiento. Mencionagan que el mejor resultado
obtenidos en la fase de multiplicacion fue la combinacion de AIA (1.00ml/L + B
2.00ml/L), obteniendo una media de longitud 1.60 cm. y nUmero de brotes 8.27, para la
fase de enraizamiento fue a 0.75 mg/l de Al suplementado con el medio de cultivo,
lograndose una media de B.13 raices por explante, buena longitud y una excelente
brotacién. Concluyeron que la hormona (AlA) permite incrementar el nUmero de raices.
Yu-Chi y Jer-Chia (2022), en Taiwan, China, establecieron un protocolw'lejorado de
micropropagacion en (Hylocerus undatus). Desinfectaron las semillas con alcohol al 75%
por 30 s, posteriormente (sodio al 1% + Tween 20 por 15 min.), Luego enjuagaron cinco
veces con agua destilada y las establecieron en botellas de vidri{ﬁon medio (MS)
adicionando sacarosa 3% y agar 0.8% en un ambiente de 25 °C + 2 °C con un fotoperiodo
de 16/8 hluz. En |la fase de regeneracion de brotes e induccion de raices emplearon (MS)
complementado con ANA (0.05, 0.10 0 0.20 mg/L) y 200 mg/L (CA) combinado con ANA y
BAP (1.00, 2,00 y 4,00 mg/L), luego utilizaron turba como sustrato para la aclimatacion de
las plaptulas. Obtuvieron mayor regeneracion de brotes/planta, mayor induccion de raices,
mayor longitud de brotes y raices en el medio que aplicaron (200 mg/L CA + 0,20 mg/L de
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ANA), asimismo lograron el 100% de supervivencia de las plantulas y 0 % de infeccion
patégena en invernadero. Concluyeron que la agregacion del carbon activado (CA)
incremento la longitud de los brotes, ademas previno la regeneracion de brotes anormales,
secos y agrupados.

2.2. Fundamentos teéricos

2.2.1. Pitahaya (Hylocereus sp.)

La palabra pitahaya significa fruta escamosa, es una planta perenne epifita, que puede
alcanzar los dos metros de altura, trepadora que necesita soporte para su desarrollo como,
arboles vivos o muertos, piedras, entre otros, debido a que no puede sostenerse por si
misma, perteneciendo a un gran numero de la familia de cactaceas de unas 2 000
especies, de las cuales la gran mayoria son originarias de México. Asimismo, el género
Hylocereus comprende varias especies caracterizandose por su gran potencial productivo
y econdmico (Montiel, 2017). Ademas, se considera una especie frutal nueva con
excelentes beneficios nutricionales para la salud del consumidor (Moreira y Murillo, 2022).

2.2.2. Origen

El género Hﬁcereus es oriundo de Ameérica del Norte, el cual agrupa 16 especies gque se
encuentran distribuidas en regiones boscosas, tropicales y subtropicales de Colombia,
Costa Rica, Guatemala, México, Canadd, Nicaragua y Per( encontrandose en la actualidad
a nivel mundial, debido a su adaptacion y sobrevivencia a diferentes niveles de altitud y a
distintas precipitaciones anuales, siendo el mas adecuado los climas calidos subhimedos
y un suelo con excelente drenaje (Montesinos et al., 2015).

2.2.3. Taxonomia
Esquivel y Araya (2012) mencionan Iaﬁsificacién taxonémica.
Reino: Plantae
Division: Trachophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae

Género: Hylocereus
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2.2.4. Morfologia

- Raiz: poseen dos tipos de@ices, principales presentes en la rizosfera, teniendo una
longitividad de 5 a 25 cm y las secundarias o adventicias que se desarrollan de los
cladodios el cual les permitira treparse, fi%:e, manteniéndola a la planta firme a su
tutor, ademas ayuda a la absorcién de sustancias nutritivas y agua del ambiente
(Gunasena et al., 2007).

- Tallos o cladodios: “son suculentos, verdes y fotosintéticos” que sustituyen a las hojas,
se identifican por poseer tres aristas que rodean el tallo lefioso, estos presentan areolas
que son medianas yemas homdlogas con la capacidad de producir brotes, espinas y
formacion de botones florales (Suéarez, 2011).

- Flores: son androginos, con bracteas verdes y pétalos blancos que pueden medir de
largo 30 cm y de ancho 23 cm, localizandose en las axilas de las espinas, son vistosas
el cual las convierte mas atractivas para los polinizadores como, murciélago o polillas,
se abren una sola vez en el transcurso de la noche y se marchitan en la madrugada
(Zee et al., 2004).

- Fruto: es una baya oblonga, redonda ovoidal, de 10-12 cm de longitud y 6 cm de
anchura, con pesos de 200 a 800 gramos, presentando “un exocarpo de color amarillo,
rojo, magenta, naranja o fiusha" que esta cubierta por bractéolas rojos y verdes en las
puntas y un endocarpio de color blanco, amarillo, magenta, rosado o fiusha, el cual
contiene muchas semillas pequefias de color negro (Garcia-Rubio et al., 2015), ademas
presenta una pulpa de sabor muy agradable, suave, aromatica y una fragancia delicada,
resultando muy nutritiva y atractiva por su forma y color, siendo utilizada en la industria
alimenticia y farmacéutica (Ojeda-Zacarias et al., 2012).

- Semilla: se hallan distribuidas en la pulpa del fruto alrededor de 650 semillas, con una
longitud de 4 a 6 mm de color negro, que esta recubierta por una sustancia mucilaginosa
(Andrade et al., 2007).

2.2.5. Fenologia

Santarrosa (2013) menciona que la pitahaya es un cultivo perenne facil de producir, que
no necesita tecnologia avanzada, donde a sus inicios lo podemos asociar con otros cultivos
semiperennes, obteniendo beneficios de ellos como: pifia, tomate, frejol, maiz, entre otros,
resultando beneficioso para los agricultores (Tabla 1).
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Tabla 1.
Fase Fenologica de duracion del cultivo de pitahaya (Hylocereus sp.).
Etapas Periodo
Crecimiento de la plantacion. Dieciocho meses.
Primera cosecha. Dieciocho meses de plantas obtenidas de

vivero de medio ano de edad.

Produccién estable. A los cuatro afos.

Duracién. De quince a veinticinco afos el cual

dependera mucho del manejo.

2.2.6. Requerimientos edafoclimaticos

Suelos: deben poseer un excelente drenaje ya que no tolera terrenos inundados, ricos
en materia organica para su adecuada nutricién en el proceso del desarrollo fenolégico
para su produccion con un pH ideal de 5.5-6.5 (Suarez, 2011).

Temperatura: se adapta muy bien a diferentes temperaturas, pero la 6ptima para su
desarrollo vegetativo y reproductivo oscila de 28-30 °C con climas calidos subhimedos
no soporta bajas temperaturas (Morales, 2017).

Precipitacion: tolera altas precipitaciones sin embargo se verd afectado por
problemas fitosanitarios reflejandose en una baja produccion porque causara la caida
de las flores siendo la 6ptima de 650 a 1500 mm anuales (Vargas, 2020).

Altura: se adata muy bien a diferentes altitudes llegando a sobrevivir hasta los 2500
msnm (Montesinos et al., 2015).
Luz: necesita de una buena luminosidad para el desarrollo adecuado de los procesos
fisiolégicos principalmente en la floracién, ya que una baja luminosidad causa pérdidas

en la floracién (Vargas, 2020).

2.2.7. Importancia

La importancia de las pitahayas radica en la gran capacidad de adaptacion a diferentes

ambientes. Actualmente se describen gran nimero de genotipos, representando una alta

variabilidad genética. Posee muiltiples usos en la industria, productividad, rentabilidad y

gran demanda de sus frutos localmente e internacional (Magafia et al., 2004). Ademas,

viene siendo utilizada como planta ornamental (Ortiz-Hernandez y Carrillo-Salazar, 2012).

Posee un enorme “potencial industrial debido a su alto contenido de betalainas, pigmentos

que poseen propiedades antioxidantes”, resultando un sustituyente adecuado en los
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alimentos que contienen colorantes artificiales, despertando de esa forma el interés de las
grandes industrias internacionales por este cultivo (Esquivel y Araya, 2012).

2.2.8. Composicion

“La pitahaya es un tesoro desde el punto de vista nutricional, contiene antioxidantes,
mucilagos, acido ascorbico, fenoles”. Es rica en Vitamina B, C y minerales como Fe, P, Ca,
ademéas poseen un alto contenido de humedad, proteina y fibra. Las semillas estan
compuestas también por acidos grasos que son beneficiosos para el organismo de los
seres humanos porque actian como antiinflamatoria y antioxidante (Gonzalez y Gonzales,
2014).

El fruto posee bajo valor calérico, debido a las bajas cantidades de hidratos de carbono de
9,20 g por cada 100 g de pulpa comestible, destacandose la vitamina C, que ayuda a la
formacion de globulos rojos, dientes, huesos y colageno, creando de esta manera una
resistencia a las infecciones (Verona-Ruiz et al., 2020). Ademas, la concentracion de
fructosa y glucosa de los principales sélidos solubles totales dependera del grado de
madurez durante la cosecha y variedad (Ochoa-Velazco et al, 2012), el sabor se
relacionara de acuerdo al valor del pH, en las variedades agridulces (2.4-3) y dulces (0.5-
0.6) % de malato (Mercado-Silva, 2018).

Ademas, los tallos son utilizados en la gastronomia por sus altos contenidos de proteina
(Tabla 2) cruda (0.4g), humedad (84.4q), fibra cruda (0.5g), calorias (50cal), que son vitales
para las personas como zinc, fosforo (16mg), cobre, magnesio, sodio y potasio (Juarez-
Cruz et al., 2012).

Tabla 2.

Composicién quimica de Hylocereus undatus.
Compuesto Cantidad (mg)
Carbohidratos 13200
Vitamina C 25
Calcio 10
Hierro 0.3
Tiamina 00.3
Vitamina B2 0.04

Vitamina B3 0.2
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2.2.9. Capacidad antioxidante

Aquellas plantas y frutas que poseen la capacidad antioxidante son fundamentales
consumirlas porque ayudaran a “prevenir el dafio oxidativo en el cuerpo humano”, la mayor
capacidad antioxidante se presenta en pitahayas de frutos rojos con 160.84 mg de Trolox
en 100 ml de jugo, superando a todas las cactaceas (Ochoa-Velasco et al., 2012). Son
esenciales para la salud el cual evitara el desarrollo del estrés oxidativo en el organismo
previniendo enfermedades cronicas como: anemia, arteriosclerosis, diabetes, cancer,
artritis, reumatoidea, etc. (Tapia et al., 2004). Ademas, previene la ancianidad y favorece
la regeneracion de colageno, también el extracto posee excelentes compuestos bioactivos
que ayudaran a la curaciébn de heridas, como: antibacterianas y antiinflamatorias
(Montadher et al., 2018).

2.2.10. Micropropagacion

La micropropagacion nos “permite mejorar la calidad genética, fisiologica y fitosanitaria” de
diversas especies vegetales, incrementando la productividad y crecimiento en las plantas
(Pérez, 1998). Obteniendo grandes cantidades en un corto tiempo y espacios (Pérez,
2011). Ademas, posee una excelente multiplicacion a partir de la manipulacion eficaz de la
temperatura, luz y nutricién, asimismo se eliminan diversos microorganismos de patégenos

presentes en los tejidos (Velazquez, 2020).
La manipulacion de tejidos vegetales en condiciones in vitro para la micropropagacion se

obtiene de diferentes partes vegetativas como tejidos, células, cloroplastos, 6rganos,
basandose en el aislamiento a través de fragmentos o explantes de la planta madre, donde
se reproducira por divisién celular mitética obteniéndose un genotipo idéntico al patrén,

denominados clones (Martinez y Martinez, 2019).

La micropropagacion de las cactaceas consiste en activar las yemas axilares que se
encuentran en las areolas, encargadas de generar nuevos brotes (Villavicencio et al.,
2012). Esta “activacion se logra mediante la adicion de citocininas al medio de cultivo”,
siendo la mas utilizada la (BAP) (Hubstenberger et al., 1992).

2.2.10.1. Obtencion del material vegetal

Se selecciona la planta madre con las mejores caracteristicas deseables como:
vigorosidad, produccion y I%es de enfermedades para darle un cuidado mas higiénico y
asi disminuir el porcentaje de contaminacion en el cultivo in vitro, de donde se extraeran
los fragmentos para obtener los explantes como: trozos de hojas, yemas, semillas, raices,
entre otros. (Martinez y Martinez, 2019).
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2.2.10.2. Establecimiento in vitro
Se desinfecta los fragmentos de donde se obtendran los explantes con hipoclorito de sodio

de 5 a 15 minutos, luego se enjuaga con agua esterilizada 3 veces durante 5 minutos cada
una, para eliminar agentes externos como, bacterias y hongos que estan naturalmente Pég
el ambiente, los explantes se deben extraer en condiciones estériles que nos brinda la
camara de flujo laminar, colocandose en un medio artificial con los nutrientes requeridos
libre de contaminantes microbianos para su procesos de germinacion de nuevos tejidos
vegetales (Martinez y Martinez, 2019). En las cactaceas se recomienda a las semillas para
la fuente principal de produccién de explantes a partir de la germinacion en condiciones in
vitro, debido a que posee menor grado de contaminacion en el medio natural que se

encuentra (Morales, 2000).

2.2.10.3. Multiplicacion in vitro

En esta etapa los explantes generwuevos brotes produciendo nuevas plantas, para su
desarrollo adecuado es importante la combinacion de los reguladores de crecimiento en el
medio de cultivo como las auxinas: acido indol butirico (AIB), acido indolacético (AlA), y
acido naftaleneacético (ANA) y citocininas: 6-benzylaminopurine (BAP), tidiazuron (TDZ),
zeatina (ZEA), entre otras. Que son fundamentales para incrementar el nimero de brotes
(Montiel, 2017). En el caso de las cactaceas para tener una adecuada brotacidén de yemas
axilares es necesario menor cantidad de auxina y mas citoquinina (Vifias et al., 2012).
2.2.104. Enraizamiento

Para el desarrollo adecuado del enraizamiento de los explantes se utilizan brotes o
plantulas de 2 a 5 centimetros aproximadamente, obtenidas de la multiplicacion, las cuales
se colocaran en un nuevo medio de cultivo que contenga: auxinas, bajas concentraciorﬁs
de gelicante, bajas concentraciones de sales inorganicas, carbon activado y presencia de
luz roja para estimular el enraizamiento (Velazquez, 2020).

2.2.10.5. Aclimatacién en vivero

Consiste en llevar las plantulas del in vitro a condiciones naturales de vivero, esta fase se
le considera la mas complicada en la micropropagacion, donde podemos perder grandes
cantidades de plantulas por estrés, debido al cambio brusco de las condiciones del
ambiente (Malqui, 2021). Las plantulas cultivadas en in vitro deben lavarse bien con
bastante agua hasta retirar por completo el medio de cultivo de la raiz para evitar el
desarrollo de microorganismos que pueden perjudicar el crecimiento adecuado de la
planta, estas presentan diversos cambios como: “menos cera cuticular, las estomas
pueden ser etipicos e incapaces del cierre completo y debido a que se les suministra una
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fuente de carbono no son completamente autétrofos. Por ello se les tiene que aclimatar
gradualmente hasta que sean autétrofas” (Velazquez, 2020).

Para lograr un éxito adecuado en la aclimatacién debemos tener un control fitosanitario
eficiente, mantener la humedad relativa, el tipo de sustrato a utilizar y mantener una
temperatura 6ptima (Gil et al., 2017). De esta manera se tendra mayor crecimiento de sus
raices, un adecuado desarrollo de la plantula, floracién y una buena propagacion, para
tener un crecimiento rapido en el sistema radicular es necesario que el sustrato sea fértil y
bien drenado (Olivera et al., 2000).

2.3. Definicion de términos

In vitro: es una técnica que nos permite cultivar plantas dentro de frascos de vidrio,

garantizandonos asepsia, y el control de los factores ambientales (Castillo, 2000).

Areolas: es |a parte de la planta donde emergen las espinas, flores, brotes o ramificaciones

que forman estructuras vegetativas y reproductivas (Caetano et al., 2014).

Exética: quiere decir una fruta sumamente llamativa, por sus colores en la cascara, pulpa

y por su sabor particular (Ariffin et al., 2009).

Bracteas: son aquellas que se encuentran sobre la superficie de la cascara brindando
proteccién al fruto (Ariffin et al., 2009).

Mucilago: es una sustancia de origen vegetal, producida por células secretoras, rico en

azlcares, que cubre el endospermo de la semilla (Villa-Uvidia et al., 2020).

Betalainas: son pigmentos naturales nitrogenados hidrosolubles, encargados de dar las

diferentes tonalidades de coloracion en los frutos (Arevalo, 2013).

Explante: fragmento vivo retirado de su propio 6rgano para ser colocado en un medio para
su desarrollo (Sharry et al., 2015).

Cera cuticular: compleja homogenizacion de hidrocarburos alifaticos de cadenas largas

con veinte a cuarenta carbonos (Reina-Pinto y Yephremov, 2009).

Auxinas: son hormonas vegetales que regulan el crecimiento de las plantas a nivel
vegetal, promoviendo la division celular (Alcantara et al., 2019), ademas participa en varios
procesos del desarrollo vegetal como: dominancia apical, crecimiento, tropismo,
enraizamiento, entre otros (Sanchez, 2017).
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Citoquininas: son hormonas vegetales que promueven la division celular, regulando el
desarrollo, crecimiento en las plantulas e incrementando el desarrollo de brotes como el
aumento de las yemas axilares y crecimiento de cloroplastos (Azcdn-Bieto y Talén, 2008).
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,
CAPITULO 1lI
MATERIALES Y METODOS

3.1. Ambito y condiciones de la investigacién

3.1.1 Contexto de la investigacion

La investigacion se desarrollé en los ambientes del Laboratorio de Bioloﬁy Genética

Molecular (LBGM), en el area de crecimiento vegetales y en el vivero de la escuela
profesional de Agronomia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Uﬂ'versidad Nacional
de San Martin (UNSM). Ubicado en el Jr. Amorarca 3ra cuadra — distrito de Morales,
provincia de San Martin, reglon San Martin (Figura 1).

e

Wniversidad Nacional de’s ‘-.an.r 1art|n

=

Ubicacién geografica donde se desarroll la investigacion google hearth pro.

3.1.2Periodo de ejecucién
La investigacion se desarrolld de febrero del 2022 hasta diciembre del 2022.
3.1.3 Autorizaciones y permisos

Esta investigacion no cuenta con restricciones en los trabajos de Laboratorio, pero atendid

las exigencias de consentimiento previo, en caso de los investigadores.
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Se tuvo en cuenta los protocolos de seguridad con el uso de reactivos utilizados durante
la preparacion del medio de cultivo, con el respectivo permiso del Laboratorio de Biologia
y Genética Molecular.
3.1.4Control ambiental y protocolos de bioseguridad
El presente proyectd de investigacion se rigib p 0s protocolos de bioseguridad
establecidos para laboratorios en sedes y filiales de la Universidad Nacional de San Martin
y aprobados con resolucion N° 298-2018-UNSM/CU-R/NLU. Al mismo tiempo los
responsables y colaboradores de este proyecto se rigieron bajo las normas para afﬁntar
el COVID-19 y protocolos de bioseguridad establecidos con codigo SLO2LA28 en el
Laboratorio de Biologia y Genética Molecular.

-
3.1.5 Aplicacion de principios éticos internacionales

El presente estudio considero el respeto a los principios éticos generales, entre los que
cabe destacar: totalidad/integridad, respeto a las personas, respeto al ecosistema,
beneficencia y justicia.

3.2.Sistema de variables

3.2.1 Variables principales

Variable independiente

- Concentracion de hormonas de crecimiento BAP y AIB en la micropropagacion de

pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.).
Variable dependiente

- arcentaje de contaminacién y germinacion.

- Noamero y longitud de brotes.

- Numero y longitud de raices.

- Porcentaje de supervivencia.

3.2.2Variables sewdarias

- Establecimiento in vitro de semillaéde pitahaya.

- Multiplicacion in vitro de pitahaya a partir de segmentos de cladodios.
- Enraizamiento in vitro de cladodios de pitahaya.

- Aclimatacién de plantulas de pitahaya en vivero.
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Descripcion de variables por objetivos especificos
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Variable abstracta

Variable concreta

Medio de registro

Unidad de medida

Establecimiento in Contaminacion Observacion Descriptiva
vitro de semillas de Porcentaje de Observacion %
pitahaya. contaminacién
Germinacién Observacion Descriptiva
Porcentaje de Observacion %
germinacion
Multiplicacion in Formacion de Observacion %
vitro de pitahaya a brotes.
partir de segmentos Numero de brotes.  Observacion N°
de cladodios.
Porcentaje de Observacién %
formacion de callos.
Porcentaje de Observacion %
contaminacién
Longitud de brote Regla graduada. cm
por explante.
Enraizamiento  in Porcentaje de Observacion %
vitro de cladodios enraizamiento.
de pitahaya. Longitud de raiz. Regla graduada cm
Numero de raices.  Observacion N°
Porcentaje de Observacion %
contaminacién
Aclimatacion de Porcentaje de Observacion %
plantulas de supervivencia.
pitahaya en vivero.
Longitud de Regla graduada cm

plantula.
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-
3.3 Procedimientos de la investigacion

3.3.1 Determinacion de un protocolo 6ptimo de desinfecciéon de semillas de
pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.) para el establecimiento en
condiciones in vitro

a) Material vegetal

Se obtuvierondrutos maduros de pitahaya naranja de Churuja con las mejores
caracteristicas del distrito de Churuja, provincia de Bongara, departamento de Amazonas.
Se extrajo la pulpa del fruto para separar las semillas, y posteriomente se empleo arena
para separar el mucilago de las semillas. Finalmente, las semillas fueron lavadas con jabon

liquido y luego enjuadas con agua destilada para su uso.
b) Establecimiento in vitro

Las semillas de %haya naranja de Churuja fueron transferidas a cabina de flujo laminar
donde se tgabajo en condiciones asépticas. Las semillas fueron sumergidas en soluciones
de: etanol al 70%, hipoclorito de sodio y lavadas con agua destilada estéril. Los tiempos
de inmersion en cada solucién y concentracién del hipoclorito de sodio varié segun los

tratamientos empleados (Tabla 4).

Tabla 4.

Tratamientos para desinfeccion de semillas de pitahaya naranja de Churuja.

Tratamiento Etanol Solucién de Lavados con Fuente
hipoclorito de sodio agua estéril
-
T1 - 0.6% x 10 min 3 Montiel-Frausto et
al. (2018)
T2 70% x 20 s 1.5% x 20 min a4 Bozkurt et al.
(2020)
T3 70% x 1 min 1% x 10 min 3 Este estudio
T4 70% x 1 min 1.5% x 10 min 3 Este estudio
T5 70% x 1 min 2% x 10 min 3 Este estudio

Posterior a la realizacion de la desinfeccién de semillas por cada tratamiento, se colocaron
las semillas en papel estéril pﬁa eliminar el exceso de agua. Las semillas fueron
introducidas en placas petri con medio de cultivo. Ebmedio de cultivo estuvo compuesto
por sales MS a la mitad de su concentracion (2.22 gil), sacarosa 20 g/L, agar 6.5 g/L y pH
5.8. Se colocaron un total de 15 semillas por placa. Iﬁ placas fueron selladas con parafilm
y se roturalon las fechas y tratamientos respectivos. Todos los tratamientos se mantuvieron
en un ambiente de incubacién con condiciones controladas: 25 °C temperatura, fotoperiodo
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16 horas luz con lux 2000 para su germinacion durante 30 dias. Transcurrido el tiempo
establecido se realizd la evaluacion de porcentaje de contaminacion y porcentaje de
germinacion.

3.3.2Determinacion del medio de cultivo mas eficien& en la multiplicacién de
pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.) a partir de segmentos de
cladodios

a) Crecimiento de plantas germinadas in vitro

Las plantas de pitahaya naranja dﬁhuruja de 30 dias germinadas en condiciones in vitro

fueron transferidas a frascos con medio de cultivo. Iamedio de cultivo estuvo compuesto
por sales MS a la mitad de su concentracion (2.22 g/L), sacarosa 20 g/L, agar 6.5 g/L y pH
5.8. Y se mantuvieron en un ambiente de incubacion con condiciones controladas: 25 °C
temperatura, fotoperiodo 16 horas luz con lux 2000 para su desarrollo durante 30 dias.

b) Multiplicacién in vitro

Se seleccionaron las plantas de pitahaya naranja de Churuja mas desarrolladas para la
fase de multiplicacion. Se seccionaron los cladodios y posteriomente fueron segmentados
en cuatro fragmentos o e)%ames de 0.5 cm aproximadamente (descartando el apice),
luego fueron colocados en frascos de vidrio de 250 ml, con un volumen de 50 ml de medio
de cultivo con diferentes concentraciones de Bencilinopurina (BAP) y acido indol-3-
butirico (AIB) segun cada tratamiepio (Tabla 5). Los medios de cultivo estuvieron
compuestos por sales MS 4.43 g/L, sacarosa 30 g/L, agar 6 g/L, carbén activado 2 g/L y

pH 5.8. Los frascos fueron rotulados y sellados por papel aluminio y dos capas de parafilm.

Tabla 5.
Tratamientos para la multiplicacion de pitahaya naranja de Churuja.
?alamiento — {Egﬁjladores de creil;rge{rrzgﬂ_)

TO 0.0 0.0
& 0.5 0.0
T2 1.0 0.0
T3 1.5 0.0
T4 2.0 0.0
T5 0.5 0.1
T6 1.0 0.1
T7 1.5 0.1

T8 2.0 0.1
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Todos los tratamientos se mantuvieron en un ambiente de incubacion con condiciones
controladas: 25 °C temperatura, Etoperiodo 16 horas luz con 2000 lux durante 60 dias.
Transcurrido los primeros 30 dias se realizo la evﬂuacién de formacion de brotes y nimero
de brotes por explante y posteriomente a los 60 dias se evaluaron la formacién de brotes,

numero de brotes, porcentaje de formacién de callos y longitud de brotes por explante.

3.3.3 Determinacién del medio de cultivo mas eficiente en el enraizamiento de
dodios de pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.) en
condiciones in vitro

a) Seleccion de explantes multiplicados in vitro

7
Se seleccionaron los brotes obtenidos de la fase de multiplicacién in vitro de pitahaya
naranja de Churuja, seleccionando los brotes que no presentaran malforaciones y se
seccioaron del explante inicial, obteniendo explantes de aproximadamente 1.5 cm de

longitud.

b) Enraizamiento in vitro

Los brotes seleccionados fueﬁ1 colocados en frascos de vidrio de 250 ml, con un volumen

de 50 ml de medio de cultivo con difgtentes concentraciones de acido indol-3-butirico (AIB)
segun cada trﬁmiemo (Tabla 6). Los medios de cultivo estuvieron compuestos por sales
MS 4.43 g/L, sacarosa 30 g/L, agar 6 g/L, carbon activado 2 g/L y pH 5.8. Los frascos

fueron rotulados y sellados por papel aluminio y dos capas de parafilm.

Tabla 6.

Tratamientos para el enraizamiento in vitro de pitahaya naranja de Churuja.

. Reguladores de crecimiento
Tratamiento

AIB (mg/L)
TO 0.00
T 0.05
T2 0.10
T3 0.20
T4 0.50
T5 0.75
T6 1.00
T7 1.50

T8 2.00
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Todos los tratamientos se mantuvieron en un ambiente de incubacién con condiciones
controladas: 25 °C temperatura, fotoperiodo 16 horas luz con 2000 lux durante 30 dias.
Transcurrido los dias establecidos se realizd la evaluacion de porcentaje de explantes
enraizados, numero de raices, longitud radicular y longitud de brotes.

3.3.4Evaluacion del sustrato mas adecuado en la aclimatacion de plantulas
de pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.) en condiciones de
vivero

a) Seleccion de explantes enraizadas in vitro

Se seleccionaron los explantes que presenten 3 cm de Ion%:d y dos raices formadas. Los
explantes fueron retirados de las condiciones in vitro para continuar con el proceso de pre-
aclimatacion, lavando primeramente las raices con abundante agua esteril para retirar por
completo el medio de cultivo de laraiz y de esa manera evitar |a contaminacion por hongos
oportunistas. Las plantas ex vitro se mantuvieron en una envase plastico con agua
destilada esteril en un ambiente de incubacion con condiciones controladas: 25 °C
temperatura, fotoperiodo 16 horas luz con 2000 lux durante 7 dias.

b) Seleccion de explantes enraizadas in vitro

Las plantas ex vitro pre-aclimatadas fueron sembradas en macetas con diferentes
sustratos (Tabla 7) para continuar con su proceso de aclimatacion. Todos los tratamientos
con diferentes sustratos se mantuvieron en el ambiente de incubacion con condiciones
controladas: 25 °C temperatura, fotoperiodo 16 horas luz con 2000 lux durante 12 dias.
Transcurrido los dias establecidos todas las macetas fueron transferidas al vivero de la
Facultad de Ciencias Agrarias para continuar con el proceso de aclimatacién con
temperatura y fotoperiodo natural. Las macetas fueron regadas intercalando dos dias, y
se realizaron evaluaciones de sobrevivencia y altura cada 12 dias hasta un total de 60
dias gue se mantuvieron en condiciones de vivero. Transcurrido los 60 dias se realiz6 las
siguientes evaluaciones: diametro de cladodio, nimero de raices, longitud de raiz,

volumen, area y se realizé analisis fisicoquimicos de los sustratos empleados.
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Tabla 7.
Tratamientos para la aclimatacion de pitahaya naranja de Churuja.
Tratamiento Sustratos organicos (proporcion 2:1)
T Tierra de montafa + arena
T2 Tierra agricola + arena
T3 Humus + arena
T4 Muzgo + arena
T5 Compost + arena

3.3.5Diseno estadistico y analisis de datos

Para el establecimiento ﬁ vitrode semillas de pitahaya naranja de Churuja se establecieron

cinco tratamientos, con 10 repeticiones por tratamiento, siendo la unidad experimental una
placa con 15 semillas de pitahaya naranja de Churuja.& la fase de multiplicacion se
establecieron nueve tratamientos con nueve repeticiones por tratamiento, siendo la unidad
experimental un frasco con 4 explantes. Fﬁla fase de enraizamiento se establecieron
nueve tratamientos con nueve repeticiones por tratamiento, siendo la ur&d experimental
un frasco con 3 explantes. En la fase de aclimatacién se establecieron cinco tratamientos
con 15 repeticiones por tratamiento, siendo la unidad experimental una maceta con 1
planta de pitahaya naranja de Churuja. Para todosﬁs experimentos desarrollados se
empleo un disefio complementa al azar (DCA) y una comparacién de medias mediante la
prueba de Tukey (p<0.05). Los datos fueron analizados con los paquetes estadisticos

agricolae y car del programa estadistico libre R (version 3.2.0).
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CAPITULOIV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1Desinfeccion de semillaaie pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.)
para el establecimiento en condiciones in vitro

realizd la desinfeccion de las semillas de pitahaya naranja de Churuja para el
alablecimiemo en condiciones in vitro, empleando cinco tratamientos. La Tabla 8 muestra
diferencias significativas entre los tratar&'entos en la desinfeccién de las semillas de
pitahaya naranja de Churuja evaluados a los 30 dias posteriores a la introduccién en
condiciones in vitro. El mayor porcentaje de contaminaciéon se observo en el tratamiento
T1 con 5.33%, mientras que los tratamientos T2 y T5 presentan 0% de contaminacion
(Figura 2).

Tabla 8.

Analisis de varianza para la contaminacion de semillas de pitahaya naranja de Churuja en
cqfliciones in vitro.

Fuente de
R SC CcM F p-valor
variacion
Tratamiento 4 213.3 53.33 3.942 0.0079 **
Error 45 608.9 13.53
Total 49 822.2
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? =93.92% C.V.=10.59%
6 a
£ b
LE
g
LR
< b
1
¢ C
(V]
T1 T2 T3 T4 TS
Tratamientos
Figura 2.

Porcentaje de contamingdon de semillas de pitahaya naranja de Churuja a los 30 dias en

condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p >
0.05).
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Se evalud la germinacion de las semillas de pitahaya naranja de Churuja para el
establecimiento en condiciones in vitro, la evaluacion seﬂealizé en los mismos cinco
tratamientos empleados en la desinfeccion. La Tabla 9 muestra que no se evidencia
diferencia significativa entre Ioaralamientos en la germinacioén de las semillas de pitahaya
naranja de Churuja evaluados a los 30 dias posteriores a la introduccion en condiciones in
vitro. Los lratamiemosdz y T5 lograron 100% de germinacién seguidos del tratamiento T3
con 99% y finalmente los tratamientos T1y T4 con 98% (Figura 3).

Bbla 9.
Anélisis de varianza de la germinacién de semillas de pitahaya naranja de Churuja en condiciones
Fuente de
R SC CcM F p-valor
variacion
Tratamiento 4 30.22 7.56 1.663 0.1750 NS
Error 45 204.44 4.54
Total 49 234.66
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R?=91.71% CV.=12.15%
100 4 N 2 A 2 :
90 9
80 1
T 70
£
2 50
|
E 40 9
-
& 0
20 4
10 4
0
T1 T2 T3 T4 TS
Tratamientos

Fgura 3.

Porcentaje de germinacidflde semillas de pitahaya naranja de Churuja establecidas los 30 dias en

condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p >
0.05).

7
4.2Multiplicacion in vitro de pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.) a
partir de segmentos de cladodios
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Se evalud la respuesta en la formacion de brotes en los segmentos cﬁ cladodios de
pitahaya naranja de Churuja en la fase de multiplicacion en los primeros 30 dias posteriores
ala irﬁduccién en condiciones in vitro. En la Tabla 9 se evidencia diferencia significativa
entre los tratamientgs en la formacion de brotes en los explantes de pitahaya naranja de
Churuja evaluados a los 30 dias posteriorﬁa la introduccion en condiciones in vitro. Los
tratamientos TO (control) y T1 [ﬁsenlamn los mayores porcentajes con 88% de formacion
de brotes por explante (Figura 4).

Tabla 10.

Andlisis de varianza de la ffmacién de brotes en los explantes de pitahaya naranja de Churuja a
los 30 dias en condiciones in vitro.

Fuente de
R GL S.C. C.M. F cal. p-valor
variacion
Tratamiento 8 81.7 10.2 19.55 < 0.0001 **
Error 72 37.6 0.52
Total 80 119.3
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? = 95% C.V.=15.15%
100 9 a a
90 4
b b
<~ 801
2
= 70 ¢
2
£ 604 ¢
=
2 50
=
2 40
2
E 30 4
= d
= 20 o
o] a9 i
y w
TO T1 T2 ] T4 TS T6 iy T8
Tratamientos

Figura 4.

Porcentaje de formacién de brotes por @lplante de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los
30 dias en condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente
diferentes (p > 0.05).

La segunda evaluacion de la respuesta en la formacion de brotes en segmentos de
cladodios de pitahaya naranja de Churyja en la fase de multiplicacion. En la Tabla 11 se
evidencia diferencia significativa entre los tratamientos en la formacion de brotes en los

explantes de pitahaya naranja de Churuja evaluados a los 60 dias posteriores a la
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Egnduccién en condiciones in vitro. Los tratamientos TO (control), T1, T2 y& presentaron
los mayores porcentajes con 100% de formacion de brotes por explante, mientras que el
tratamiento T6 presento el menor porcentaje de formacion de brotes por explante con 75%
(Figura 5).

Tabla 11. 4
Analisis de varianza de la formacion de brotes en los explantes de pitahaya naranja de Churuja a
IcET30 dias en condiciones in vitro.
Fuente de
N GL sc CcM F p-valor
variacion
Tratamiento 8 43.95 5.49 4.837 <0.0001 **
Error 72 81.78 1.14
Total 80 125.73

* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.

R? =94% C.V.=11.12%
a a a a a a a a
100 4
90 4 b
z
2 s0
e
Z 70
2
£
E o
2 50
=
= 40 1
12
E 30 4
g,
= 7
10 A
0 4
T0 T1 T2 T3 T4 TS Té T7 T8
Tratamientos
Figura 5.

Porcentaje de formacion de brotes por @plante de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los
60 dias en condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente
diferentes (p > 0.05).

Se evaludé el nimero de brotes formados en lo gmentos de cladodios de pitahaya
naranja de Churuja en la fase de E#Iliplicacién. En la Tabla 12 se evidencia diferencia
significativa entre los tratamientos en el numero de brotes formados en los explantes de
pitahaya naranja d(ﬁhumja evaluados a los 30 dias posteriores a la intraducciéon en
condiciones in vitro. El tratamiento que presento mayor nimero de brotes fue el tratamiento
T8, presentando 2.4 brotes en promedio por explante, mientras que los demas tratamientos




41

presentaron un rango de 0.92 a 1.23 brotes en promedio por explante, sin presentar
diferencias significativas entre todas (Figura 6).

Tabla 12.
Anélisis de varianza del nimero de brotes en los explantes de pitahaya naranja de Churuja a los 30
dffen condiciones in vitro.

Fuente de
o GL sC CM F p-valor

variacion
Tratamiento 8 16.41 2.05 35.33 < 0.0001 **
Error 72 4.18 0.06
Total 80 20.59

* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? =90% CV.=10.17%

3.0

2.5

1.5

a
b b
b b b b
1.0 h b
) I I
0.0
TO T1 T2 T3 T4 T Té T7 T8

Tratamientos

Brotes/Explante

Egura 6.

NUmero de brotes formadosfor explante de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 30 dias
en condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p >
0.05).

La segunda evaluacién del nimero de brotes formados en | egmentos de cladodios de

pitahaya naranja de Churuja en la fase de rrﬂplicacic‘)n. En la Tabla 13 se evidencia
diferencia significativa entre los tratamientos en el numero de brgies formados en los
explantes de pitahaya naranja de Churuja evaluados a los 60 dias posteriores a la
introduccion en condiciones in vitro. El traﬁniento T8 presento mayor numero de brotes
con 9.67 brotes en promedio por explante, mientras que los tratamientos de menor nimero
de brotes fueron los tratamientos T5 y T6 con 1.97 y 1.92 brotes en promedio por explante,

respectivamente (Figura 7).
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Tabla 13.
Analisis de varianza del nimero de brotes en los explantes de pitahaya naranja de Churuja a los 60
dias en cd@ficiones in vitro.

Fuente de
R SC cM F p-valor
variacion
Tratamiento 8 434.8 54.35 100.3 <0.0001 **
Error 72 39.0 0.54
Total 80 473.8

* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? = 92% C.V.=13.45%

Brotes/Explante
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ura 7.
umero de brotes formadosfbr explante de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60 dias
en condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p >
0.05).

Se realizd la evaluacion de la longitud de brotes formados en los segmentos de
cladodios de pitahaya naranja de Churuja en la fase de multiplicacion a loge60 dias
posteriores a la introduccion en condiciones in vitro. En la Tabla 14 se evidencia diferencia
significativa entre los tratamientos en |a longitud de los brotes formados en los explantes
de pitahaya naranja de Churuja evaluados a los 60 dias posteriores a la introduccion en
condiciones in vitro. El tratamiento T2 presenta la mayor longitud de brotes por explante
de pitahaya naranja de Churuja con 2.34 cm,ﬂentras que el tratamiento T6 presenta la

menor longitud de brotes con 0.59 cm (Figura 8).




Tabla 14.
Anaélisis de varianza de la longitud de los brotes en los explantes de pitahaya naranja de Churuja a
IcET§0 dias en condiciones in vitro.

Fuente de
— GL sC CcM F p-valor
variacién
Tratamiento 8 26.48 3.31 83.40 <0.0001 **
Error 72 2.86 0.04
Total 80 29.34
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R2 =90% C.V.=15.02%
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Figura 8.

Longitud de los brotes formados en los €lplantes de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los
60 dias en condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente
diferentes (p > 0.05).

Se realizdé la evaluacion en ‘ormacion de callos en los segmentos de cladodios de
pitahaya naranja de Churuja en la fase de multiplicacion a los 60 dias posteriores a la
introduccidn en condiciones in vitro. En la Tabla 15 se evidencia diferencia significativa
entre los tratamientos en la H'macic’m de callos en los explantes de pitahaya naranja de
Churuja evaluados a los a dias posteriores a la introduccion en condiciones in vitro. El
tratamiento T5 presenta el mayor poraﬂaje de formacion de callos por explante de
pitahaya naranja de Churuja con 86%, mientras que el tratamiento T7 presenta el menor

porcentaje con 6% de formacion de callos por explante (Figura 9).
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fbla 15.

Analisis de varianza de la formacion de callos en los explantes de pitahaya naranja de Churuja a los
60 dias en condiciones in vitro.

Fuente de

L. SC CcM F p-valor
variacion
Tratamiento 8 41.22 5.15 9.775 <0.0001 **
Error 72 37.96 0.53
Total 80 125.73
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R2 =97% C.V.=18.12%
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Figura 9.

Porcentaje de formacion de callos por @plante de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los
60 dias en condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente
diferentes (p > 0.05).

4. 3Enraizamiento in vitro de cladodios pitahaya naranja de Churuja

(Hylocereus sp.) en condiciones in vitro

Serealizd la evaluacion en la respugsta de formacion de raices en los cladodios (explantes)
de pitahaya naranja de Churujﬁoblenidos de la fase de multiplicacién, la evaluacion se
realizod a los 60 dias posten‘ouﬁa la introduccion en los medios de cultivo de enraizamiento.
En la Tabla 16 se evidencia diferencia significativa entre los tratamientos en el porcentaje

enraizamiento en los explantes de pitahaya naranja de Churuja evaluados alos 60 dias.
Los tratamientos TO, T1, T2, T4, T5, T6 y T8 no presentaron diferenciaﬁigniﬁcalivas entre
ellos, pero obteniéndose los mayﬁs porcentajes de enraizamiento en los tratamientos TO,
T1, T4, T5 y T6 con 100% de formacion de raices en los explantes, mientras que los
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tratamientos T3 y T7 presentaron los menores porcentajes de enraizamiento con 91.67
(Figura 10).
Tabla 16.

Andlisis de varianza del porcentaje de enraizamiento en los explantes de pitahaya naranja de
Clfjuja a los 60 dias en condiciones in vitro.

Fuente de
- sC CcM F p-valor
variacién
Tratamiento 8 895 111.88 2.23 0.0347 *
Error 72 3611 50.15
Total 80 4506
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R?=81% C.V.=7.26%
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Figura 10.

Porcentaje de enraizamiento en &% explantes de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60
dias en condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes
(p>0.05).

Se realizd la evaluacion del nimero de raices formadas por explante de pitahaya naranja
&e Churuja en la fase de enraizamiento, la evaluacion se ream a los 60 dias posteriores
a la introduccion en los medios de cultivo de enraizamiento. En la Tabla 17 se evidencia
diferencia significativa entre los tratamientos en el nUmero de raices en los explantes de
pitahaya naranja de Churuja evaluados a los 60 dias. Los tratamientos T6 y T7 presentaron
los mayores numeros de raices formadas por explante con 3.26 y 341 raices
respectivamente, mientras que el tratamiento TO (control) fue el de menor nimero de raices
con 1.78 raices por explante (Figura 11).
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Tabla 17.
Anaélisis de varianza del namero de raices en los explantes de pitahaya naranja de Churuja a los 60
dEf)en condiciones in vitro.

Fuente de
— GL sC CcM F p-valor
variacién
Tratamiento 8 16.86 2.1 13.6 < 0.0001 **
Error 72 11.16 0.16
Total 80 28.02
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R =91% C.V.=13.85%
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Figura 11.

Namero de raices formadas en I@ explantes de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60
dias en condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes
(p > 0.05).

Se realiz6 la evaluacion de Iagilud de las raices formadas en los explantes de pitahaya
naranja de ﬁhuruja en la fase de enraizamiento, la evaluacion se realiz6 a los 60 dias
poslerioreﬁ la introduccién en los medios de cultivo de enraizamiento. En la Tabla 18 se
evidencia diferencia significativa entre los tratamientos en la longitud de las raices en los
explantes de pitahaya naranja de Churuja evahﬁos a los 60 dias. El tratamiento T6
presento la mayor longitud de raices con 4.12 cm, mientras que el tratamiento T8 presento
la menor longitud de raices con 2.06 cm (Figura 12).
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Tabla 18.
Anaélisis de varianza de la longitud de raices en los explantes de pitahaya naranja de Churuja a los
6@TLlas en condiciones in vitro.

Fuente de
— GL sC CcM F p-valor
variacién
Tratamiento 8 26.49 3.31 48.14 <0.0001 **
Error 72 4.95 0.07
Total 80 31.44
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? = 84% CV.=791%
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Figura 12.

Longitud de raices formadas en explantes de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60
dias en condiciones in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes
(p > 0.05).

Se realizd la evaluacion de la longitud de los explantes de pitahaya naran'ade Churuja en
la fase de enraizamiento, la evaluacién se realizo a los 60 dias posteriores a la inl&uccién
en los medios de cultivo de enraizamiento. En la Tabla 19 se evidencia diferencia
significativa entre los tratamientos en la longitud de los explantes de pitahaya naranja de
Churuja evaluados a los 60 dias. El tratamiento TO (control) presento la mayor longitud de
explante con 4.71 cm, mientras que los tratamientos T5 y T6 presentaron las menores

longitudes de explantes con 2.91 y 2.93 cm, respectivamente (Figura 13).
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Edbla 19.

Anélisis de varianza de la longitud de los explantes de pitahaya naranja de Churuja a los 60 dias en
c@Ticiones in vitro.

Fuente de
— GL sC CcM F p-valor
variacién
Tratamiento 8 33.48 4.19 11.98 <0.0001 **
Error 72 25.15 0.35
Total 80 58.63
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? =87% C.V.=15.94%
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Figura 13.
Longitud de s explantes de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60 dias en condiciones
in vitro. Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p > 0.05).

4.4 Aclimatacién de plantulas de pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.)

en condiciones vivero

Se realiz6 la evaluacion de |a respuesta en la aclimatacion en condiciones de vivero de
plantulas de pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.) multiplicadas y enraizadas en
condiciones in vitro. Para ello se realizo la evaluacion del porcentaje de sobreviviencia y
altura de los explantes cada 12 dias, durante un total de 60 dias. En la evaluacién de
sobrevivencia de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja en condiciones ex vitro se
observé un 100% en todos los tratamientos hasta el ltimo dia de evaluacion (dia 60).
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Se obtuvieron los resultados de las evaluaciones de altura de las plantulas de pitahaya
naranja de Churuja en condiciones de vivero, realizandose una curva de crecimiento para
determinar los mejores tratamientos en el desarrollo de la plantula. La Figura 14 muestra
un crecimiento mayor de las plantulas en el tratamiento T4 (musgo + arena) desde el dia
12, y manteniendo esa tendencia en cada evaluacion. Pero en el caso del tratamiento T5
(compost + arena) se observo el menor desarrollo de las plantulas en cada evaluacién

realizada.
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Figura 14.

Desarrollo de las plantulas de pitahaya n@fanja de Churuja en diferentes sustratos en un periodo de
60 dias en condiciones de vivero. Las fiedias con las mismas letras no son significativamente
diferentes (p > 0.05).

En la dltima evaluacion realizada (a los 60 dias posteriores a ser plantulas ex vitro) de la
longitud de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja en fase de aclimatacién en los
diferentes sustratos, se evidencié diferencia significativa entre los tratamientos (Tabla 20).
El tratamiento de mayor longitud de plantula fue el tratamiento T4 (ausgo + arena) con
16.18 cm, mientras que el tratamiento T5 (compost + arena) fue el que presento menor

longitud de plantula con 5.67 cm (Figura 15).
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Analisis de varianza del porcentaje de enraizamiento en los explantes de pitahaya naranja de

Clfjuja a los 60 dias en condiciones in vitro.

Fuente de
R GL sC CcM F p-valor
variacién
Tratamiento 4 986.7 246.68 111.1 <0.0001 **
Error 70 155.4 2.22
Total 74 1142.1
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? = 86% C.V.=12.86%
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Figura 15.

Longitud defflantulas de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60 dias en condiciones de

vivero. Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Se realiz6 la evaluacién d%diémetro de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja en

fase de aclimatacion en diferentes sustratos, la evaluac' se realizd a los 60 dias

posteriores al establecimiento en condiciones de vivero. En la Tabla 21 se evidencia

diferencia significativa entre los tratamientos en el diametro de las plantulas de pitahaya

ﬁanja de Churuja evaluados a los 60 dias. El tratamiento T4 (musgo + arena) presento

el mayor dié|aelr0 de plantula con 9.06 cm, mientras que el tratamiento T5 (compost +

arena) fue el que presento menor diametro de plantula con 4.81 cm (Figura 16).
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Anélisis de varianza del diametro de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja a los 60 dias en
condiciones de vivero.

Fuente de
N GL sC CM F p-valor
variacion
Tratamiento 4 140.66  35.17 63 <0.0001 **
Error 70 39.07 0.56
Total 74 179.73
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? = 88% C.V.=10.40%
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Figura 16.

Diametro d@plantulas de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60 dias en condiciones de
vivero. Las medias con las mismas letras E son significativamente diferentes (p > 0.05).

Se realiz6 la evaluacién d%volumen de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja en
fase de aclimatacion en diferentes sustratos, la evaluac' se realizé a los 60 dias

posteriores al establecimiento en condiciones de vivero. En la Tabla 22 se evidencia

diferencia significativa entre los tratamientos en el volumen de las plantulas de pitahaya

naranja de Churuja evaluados a los 60 dias. El tratamiento T4 (musgo + arena) presento

el mayor volumen de plantulas con 4.37 cm?, mientras que el tratamiento T5 (compost +

arena) fue el

que presento menor volumen de plantulas con 0.75 cm?® (Figura 17).
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Tabla 22.
Andlisis de varianza del volumen de las pléntulas de pitahaya naranja de Churuja a los 60 dias en
condiciones de vivero.

Fuente de
N GL sC CcM F p-valor
variacion
Tratamiento 4 109.81 27.45 56.59 <0.0001 **
Error 70 33.96 0.49
Total 74 143.77
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? = 89% C.V.=14.89%
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Figura 17.
Volumen de la§plantulas de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60 dias en condiciones
de vivero. Las medias con las mismaéletras no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Se realizd la evaluagion del area de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja en fase
de aclimatacion en diferentes sustratos, la evalﬁién se realizd a los 60 dias posteriores
al establecimiento en condiciones de vivero. En |la Tabla 23 se evidencia diferencia
significativa entre los tratamientos en el area de las plantulas de pitahaya naranja de
Churuja evaluados a los 60 dias. El tratamiento T4 (musgo + arena) presento la mayor
area de plantulas con 13.85 cm?, mientras que el tratamiento T5 (compost + arena) fue el
que presento menor area de plantulas con 4.53 cm? (Figura 18).
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Tabla 23.
Andlisis de varianza del area de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja a los 60 dias en
condiciones de vivero.

Fuente de
N GL sC CcM F p-valor
variacion
Tratamiento 4 780.4 195.09 46.65 <0.0001 **
Error 70 292.8 4.18
Total 74 1073.2
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? =92% C.V. =10.96%
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Figura 18.
Area de Iaﬂantulas de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60 dias en condiciones de
vivero. Las medias con las mismas letras no son significa'aamente diferentes (p > 0.05).

Se realizo la evaluacion del nﬂmer&de raices en las plantulas de pitahaya naranja de
Churuja en fase de aclimatacion en diferentes sustratos, la e\ﬁ.lacién se realizd a los 60
dias posteriores al establecimiento en condiciones de vivero. En la Tabla 24 se evidencia
diferencia significativa entre los tratamientos en el nimero de raices de las plantulas de
pitahaya naranja de Churuja evaluados a los 60 dias. El tratamiento T4 (musgo + arena)
presento el mayor nL',lm de raices por plantula con 5.2 raices, mientras que el tratamiento
T5 (compost + arena) fue el que presento menor numero de raices por plantula con 3.8
raices (Figura 19).
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Ebla 24.

Anélisis de varianza del nimero de raices de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja a los 60
dias en condiciones de vivero.

Fuente de
N GL sC CcM F p-valor
variacién
Tratamiento 4 24.45 6.11 7.89 <0.0001 **
Error 70 54.27 0.78
Total 74 78.72
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? =81% CV.=14.47%
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Figura 19.

Numero de raices en planiilllas de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60 dias en
condiciones de vivero. Las friedias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p >
0.05).

Se realizo la evaluacion de la Iongil&j de raices en las plantulas de pitahaya naranja de
Churuja en fase de aclimatacion en diferentes sustratos, la evaluacion se realizo a los 60

ias posteriores al establecimiento en condiciones de vivero. En la Tabla 25 se evidencia
diferencia significativa entre los tratamientos en la longitud de raices de las plantulas de
pitahaya naranja de Churuja evaluados a los 60 dias. El tratamiento T4 (musgo + arena)
presento la mayor Ion%d de raices por plantula con 7.91 cm, mientras que el tratamiento
T5 (compost + arena) fue el que presento menor longitud de raices por plantula con 4.23
cm (Figura 20).
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Ebla 25.
Andlisis de varianza de la longitud de raices de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja a los
60 dias en condiciones de vivero.

Fuente de
N GL sC CM F p-valor
variacion
Tratamiento 4 117.47 29.37 22.96 <0.0001 **
Error 70 89.53 1.28
Total 74 207
* = significativo, ** = altamente significativo, NS = no significativo.
R? = 86% C.V.=16.01%
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Figura 20.

Longitud de las raices en fdifintulas de pitahaya naranja de Churuja establecidas a los 60 dias en
condiciones de vivero. Las ¥edias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p >
0.05).
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4.5Discusion de desinfeccion de semillas de pitahaya naEnja de Churuja

(Hylocereus sp.) para el establecimiento en condiciones in vitro

La desinfeccion de las semillas se logré empleando etanol 70% e hipoclorito de sodio en
un rango de 0.6 a 2%, con tres enjuagues respectivos en agua destilada estéril. Estos
reactivos forman parte de los compuestos para establecer un cultivo axénico, como por
ejemplo también estan presentes el cloruro de mercurio, nitrato de plata, nanoparticulas
de plata, hipoclorito de calcio, antibidticos, etc. Sin embargo, el hipoaito de sodio
representa la opcidn mas considerada para la desinfeccion quimica con un amplio espectro
antimicrobiano, accién bactericida rapida, solubilidad en agua y estabilidad relativa
(Fukuzaki, 2006). Pero es necesario determinar cantidades maximas y minimas de la
aplicacion de estos reactivos, porquﬁ)s procesos fisiologicos pueden verse alterados en
ciertas cantidades, como sucede en el proceso de germinacion de las semillas, el
crerﬁiento de las plantulas y la regeneracion de los brotes son afectados negativamente

por el aumento de la concentracion de la solucién desinfectante (Gammoudi et al., 2022)

Es importante resaltar que no existe un protocolo estandar de descontaminacion en cultivo
de tejidos, es necesario el establecimiento para cada genotipo y explante que se
seleccione para la investigacion. Es por ello que se reporta que la eficiencia de la
desinfeccion depende del tipo de contaminacion (epifita o endofitica y expresada o latente),
el explante (tipo, edad, tamafio, eleccion del explante, tiempo de muestreo, estado
fisiolodgico de la planta donante y condicion de cultiva), asi como del procedimiento de

desinfeccion y la manipulacion del investigador (Da Silva et al., 2015).

En&s resultados de la desinfeccion de pitahaya naranja de Churuja empleando solamente
la solucion de hipoclorito de sodio al 0.6% durante 10 minutos se obtuvo 5.33% de
contaminacién (la contaminacién mas alta obtenida), aunque la contaminacién no fue tan
elevadala p&aible razén es por la falta de la solucion de etanol como principal desinfectante
bacteriano. Estos resultados son similares a los obtenidos por Montiel-Frausto et al. (2016),
autores que emplearon la misma metodologia descrita y obtuvieron hasta 6% de
contaminacién en su establecimiento in vitro de Hylocereus monacanthus. Mientras Qje
mediante el uso una solucién de etanol 70% durante 20 segundos y posteriormente una
solucion de hipgclorito de sodio al 1.5% durante 10 minutos se obtuvo 0% de
contaminacién. Estos resultados son similares a los obtenidos por Bozkurt et al. (2020),
autores que plean la misma metodologia descrita y obtuvieron hasta 0% de
contaminacion en el establecimiento in vitro de pitahaya (Hylocereus spp.) variedades

American Beauty, Bloody Mary, Halley's Comet y Vietham White.
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Los tratamientos propuestos en esta investigacion fueron los tratamientos T3, T4 y T5,
empleando eﬁml al 70% durante un periodo mas extenso (1 min) que los tratamientos
anteriores, y con una solucion de hipoclorito de sodio en diferentes porcentajes 1% (T3),
1.5% (T4) y 2% (T5). Los resultados de contaminacién obtenidos fueron de 3.3, 1.3 y 0%
respectivamente. Estos resultadﬁde contaminacién son considerados bajos y por lo tanto
efectivos para investigaciones de cultivo de tejidos vegetales. Empleaw 2% de la
solucién de hipoclorito de sodio por 10 minutos permitié obtener resultados similares a los
repartados por Bozkurt et al. (2020), quienes obtienen 0% de contaminacién empleando
1.5% de hipoclorito de sodio durante 20 minutos. De esta manera se demuestra que el
tratamiento T5 propuesto permite una éptima desinfeccion del material vegetal en menor
tiempo de inmersion en la solucion.

En la evaluacion de la germinacidon de semillas de pitahaya naranja de Churuja en
condiciones in vitro se logrd ﬂitener 100% de germinacién con los tratamientos T2y T5 a
los 30 dias de evaluacion (posla‘ores a la introducciéon en condiciones in vitro), pero
estadisticamente no se evidencia diferencia significativa entre todos los tratamientos. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Mallap-Detquizén et al. (2022), quienes
realizaron la desinfeccién de sus semillas de pitahaya amarilla (H&Jcereus megalanthus)
con soluciones de etanol 70% durante 30 segundos, solucion de hipoclorito de sodio 2%

jcionado con Tween 20 0.1% durante 10 minutos, obteniendo 100% de germinacion
en el medio de cultivo con me&fa concentracion de sales MSy sin la adicion de reguladores
de crecimiento. Asi mismo, estos resultados son similares a los obtenidos por Montiel—
Frausto et al. (2016) y Timoteo etal. (2018), quienes obtuvieron 70% y 48% de germinacion
en el establecimiento en condiciones in vitro de semillas de Hylocereus monacanthus e
Hylocereus undatus, respectivamente.

7
4.6Discusion de multiplicacién in vitro de pitahaya naranja de Churuja

(Hylocereus sp.) a partir de segmentos de cladodios

En la respuesta de formacién de brotes en los segmentos de cladodios de pitahaya naranja
de Churuja en la fase de multiplicacién se logré obten%una respuesta de hasta el 88%
con los tratamientos TO (control) y T1 (0.5 mg/L BAP). Estos resultados son superiores a
los obtenidos por Thinesh y Seran (2015), quienes obtuvieron hasta 62°6de respuesta en
formacion de brotes en Hylocereus undatus empleando medio de cultivo MS suplementado
con 3 mg/L de Thidiazuron (TDZ) y 0.5 mg/L de acido 1-naﬁalenacéticc6ﬁNA). Mientras
que en la misma investigacion obtuvieron 48% de respuesta empleando 3 mg/L de BAP y
0.5 mg/L de ANA.
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En la respuesta de formacion de brotes a los 60 dias en los segmentos de cladodios de
pitahaya naranja d‘iﬁhuruja en la fase de multiplicacion se logrod %ner una respuesta
de hasta el 100% en los tratamientos TO (control), T1, T2 y T8. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Qin et al. (2017), quienes indujeron la formacién de brote
Hylocereus polyrhizu, obteniendo un 100% de respuesta en sus tratamientos con
diferentes concentraciones de BAP y ANA.

El uso de la citoquinina BAP representa un incremento en la formacion de brotes pitahaya
naranja de Churuja en comparacion con el tratamiento control (medio sin adicion de la
citoquinina). Esto en relacion con que la citoquinina BAP representa beneficios en la
brotacién y el desarrollo de brotes in vitro en diversos cultivos establecidos, los cuales
también han sido reportados para ciertas especies de Cactaceai,(Angulo-Bejarano y
Paredes-Lopez, 2011; Ghaffari et al., 2013) e Hylocereus (Vifias et al., 2012; Montiel-
Frausto et al., 2016; Mallap-Detquizan et al. 2022). Sin embargo, la suplementacioén con
concentraciones elevadas de BAP podria causar un desequilibrio hormonal en las plantas
reduciendo la formacién de brotes o crecimiento de estas, produciendo brotes secos y
compactos gque terminan siendo considerados plantas inviables e incluso pueden ejercen
el efecto inhibidor en el crecimiento de los brotes, por lo que se considerada que la
respuesta variara en cada especie y genotipo a la aplicacion exégena de la citoquinina
BAP (Lee y Chang, 2022).

La formacidn de los numeros de brotes pra;ento una variacion entre los tratamientos, en
la presente investigacion se logrd obtener un promedio de 9.67 brotes por explante con el
tratamiento T8, tratamiento que estuvo suplementado con 2 mg/L de BAP y 0.1 mg/L de
AlB. Estos resultados son superiores a los obtenidos por Mallap-Detquizan et al. (2022),
quienes obtuviergn 0.78 brotes de promedio por explante en pitahaya amarilla (Hylocereus
megalanthus), pleando medio de cultivo MS al 100% de s concentracion adicionado
con 0.1 mg/L de BAP y 3 mg/L de ANA. De igual manera los resultados fueron superiores
a los obtenidos por Hua et al. (2014), quienes obtuvieron como méaxima formacion de
numero de brotes 7.1 en promedio en explantes de diferentes variedades de Hylocereus
undatus, Hylocereus polyrhizus e hibridos entre ambas eibecies, estos resultados fueron
obtenidos empleando medio de cultivo con sales baﬁes MS suplementado con 13.68 yM
de Zeatina y 2.46 M de AIB. Pero adicionalmente, los resultados obtenidos son inferiores
a los presentados por Montiel-Fraustg.gt al. (2016), quienes obtuvieron 20 y 16 brotes en
promedio por explante adicionando Eng/l_ de BAP y 1mg/L de BAP con 0.5 de acido indol-
3-acético (AlA), respectivamente a los medios de cultivo MS para la propagacion in vitro

de Hylocereus monacanthus, pero aunque el tratamiento suplementado con BAP y AlA
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genero gran numero de brotes, estos en su mayoria fueron brotes hiperhidricos (mayor al
40%), problema gue no se evidencio en el desarrollo de la presente tesis.

La longitud de los brotes presento diferera‘as entre los tratamientos, obteniéndose los
mejores resultados con el tratamiento T2 (1 mg/L de BAP) con 2.3ﬁn en promedio de
longitud de brotes en los explante de pitahaya naranja de Churuja. Estos resultados son
superiores a los obtenidos por Montiel-Frausto et al. (2016), quienes obtyyieron brotes de
2.2 cmde longitud en explantes de Hyfoce@ts monacanthus, empleando medios de cultivo
MS con 1 mg/L de BAP. De igual manera, los resultados fueron superiores a los reportados
por Mallap-Detquizan et al. (2022), quienes obtuvieron brotes de 1. m en promedio de
brote por explante en pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus), empleando medio de
cultivo I!a al 100% de su concentracion adicionado con 20 ml/L de agua de coco. Asi
mismo, los resultados obtenidos en la presente tesis son similares a los reportados por
Hua et al. (2014), quienes obtuvieron brotes con 2.3 cm de longitud en promedio en la
multiplicacion de diferentes variedades de Hylocereus undatus, Hylocereus polyrhizus e
hibridos entre ambas espﬁ'es, estos resuliados fueron obtenidos empleando medio de
cultivo con sales basales MS suplementado con é.ﬁﬁ UM de Zeatina y 1.33 pM de AlIB.
Pero a la vez, los resultados de la presente tesis son inferiores a los reportados Fan et al.
(2013), quienes reportan la formacion de brotes con 4.8 c longitud con el uso del medio
MS adicionado con 2 uM de BAP en la multiplicacién in vitro de Hylocereus undatus

variedad Zihonglong.
En la evaluacién de formacion de callos en los segmentos de cladodios de pitahaya naranja

de Churuja en la fase de multiplicacion, se obtuvieron porcentajes en un rango del 6-86%,
siendo el tratamiento T5 el que presento el mayor porcentaje (86%), siendo uno de los
tratamientos con menor niimero de formacion de brotes (2.19). La formacién de los callos
se observd Unicamente en las regiones de corte de los segmentos de cladodios, no
generandose en otra eﬁuctura del explante. Esto podria deberse a que el tratamiento
estaba compuesto por medio de cultivo MS adicionado con 0.5 mg/L de BAP y 0.1 mg/L
de AIB, como se presenta las concentraciones empleadas son muy cercanas, es decir
niveles practicamente similares. Esto es validado segln reportes que han determinado que
un porcentaje intermedio de auxina y citoquinina aumenta la induccion de callos, mediante
la influencia de las citoquininas y auxinas en la formacidén de callos al reducir la pared
celular, generando lignificaciones e incrementando la respuesta en la iniciacion y desarrollo
de callos in vitro (Dar et al., 2021). Asi mismo, se presentan investigaciones que establecen
que niveles de auxina y citoquinina, tanto endégenos como exdgenos, juegan un papel en
la formacion de callos en genctipos de especies de plantas, es decir cada especie y

genotipo respondera de manera diferente a ciertas condiciones in vitro y a su vez, se
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reporta que el crecimiento del callo generalmente comienza en la superficie de corte del
explante y progresa hasta cubrir todo el explante (Hoque et al., 20086).

En la multiplicacion de pitahaya naranja de Churuja en gran medida se buscé evitar&
regeneracion de brotes a partir de callos para minimizar la variacion somaclonal. La
variacion somaclonal es la variacion genética que ocurre en las plantas regeneradas a
partir de cualquier tipo de cultivo celular, estas variaciones que ocurren en plantas
propagadas clonalmente de un solo donante representan una combinaciéon de cambios
morfol6gicos, citologicos, bioquimicos y genéticos/epigenéticos (Haque et al., 2017).
Cuando se habla del establecimiento de un procedimiento estandarizado de
micropropagacion y/o el establecimiento de plantaciones comerciales para especies de
importancia econdmica, la variabilidad somaclonal representa un gran problema, ya que,
en estos casos, es necesario mantener estrictamente las caracteristicas de los individuos
seleccionados para la iniciacion de cultivos in vitro (Duta-Cornescu et al., 2023).

4.7Discusion de enraizamieﬁo in vitro de cladodios pitahaya naranja de

Churuja (Hylocereus sp.) en condiciones in vifro

En la respuesta de 1ormacic')éde raices en los cladodios (explantes) de pitahaya naranja
de Churuja obtenidos de la fase de muﬁlicacién, se obtuvieron tratamientos que
alcanzaron el 100% de formacién de raices. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Fan et al. (2013), quienes obtuvieron hasta 100% de formacién de raices Hylocereus
undatus variedad Zihonglong en condiciones in vitro, estos resultados fueron obtenidos en
diferentes tratamientos con variaciones concentraciones de AIB (0.4 uM — 1.6 uM) y ANA
(0.4 uM - 1.6 uM)._Asi mismo, se reportan resultados inferiores en la investigacion
realizada por Quin et al. (2017), quienes lograron obtener 92% de respuesta en la
formacion tﬁ raices en los explantes de Hylocereus polyrhizu, con el uso de medio MS
adicionado con 0.5 mg/L de ANA y 0.3 mg/L de AIB.

La formacidn de raices también fue variante entre tratamiaﬂos en el nUmero de raices en
promedio por explante de pitahaya naranja de Churuja en la fase de enraizamiento en
condiciones in vitro, obteniendo los mayores valores con los T y Tfﬁ)n 3.26 y 3.41 raices
respectivamente. Estos resultados son inferiores en comparacién con los reportados por
Fan et al. (2013), quienes reportan la formacién de 8.6 raices en promedio por explante de
ﬁfocereus undatus variedad Zihonglong, resultados que fueron obtenidos suplementado
el medio de cultivo MS con 0.8 M de ANA. De igual manera los resultados por Quin et al.
(2017) fueron superiores a los obtenidos en la presente tesis, con la formacion de 7.2 raices

promedio por explante de Hylocereus polyrhizu, con el uso de medio MS adicionado
con 0.5 mg/L de ANA y 0.3 mg/L de AlIB.
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La longitud de las raices formadas en los explantes de pitahaya naranja de Churuja en la
fase de enraizamiento en condiciones in vitro evidencio diferentes valores en todos los
tratamientos en comparacion con el trata'liento control, obteniéndose las mayores
longitudes en el tratamiento T6 con 4.12 cm en promedio. Estos resultados son superiores
a los obtenidos por Quin et al. (2017), quienes lograron obtener medias de 2&3 cm de
longitud en raices en los explantes de Hylocereus po,'yrhﬁ, con el uso de medio MS
adicionado con 0.4 mg/L de ANA y 0.3 mg/L de AIB. Pero los resultados obtenidos en la
presente tesis son inferiores a los reportados por Fan et al. (2013), quienes obtuvieron 6.8
cm de longitud en raices de Hylocereus undatus variedad Zihonglong en condiciones in

vitro, estos resultados fueron obtenidos 0.8 yM de ANA en el medio basal MS.

En la fase de enraizamiento también %evalué la longitud de los explantes de pitahaya

naranja de Churuja, y se evidencio que la presencia de la auxina AIB en el medio de cultivo
estimula la formacion y desarrollo de las raices, pero reduce significativamente la longitud
del explante en comparacién con el tratamiento control, de esta manera el mejor resultado
de longitud de brote se obtuvo con el tratamiento TO con 4.71 cm de longitud. En
consideracion general los explantes en los tratamientos con la auxina AIB en el medio de
cultivo no afectaron la vigorosidad ni forma de la planta, esdecir no origino malformaciones.
Esto es validado por los autores Fan et al. (2013) y Quin et al. (2017), quienes en su fase
de enraizamiento in vitro de Hylocereus polyrhizu e Hylocereus undatus variedad
Zihonglong, respectivamente, obtuvieron explantes vigorosos en comparacion con otras
auxinas como ANA y AlA, los cuales afectan el desarrollo del explante en algunos

genotipos, reduciendo la vigorosidad y también el desarrollo de las plantas (longitud).

4.8Discusidon de aclimatacion de plantulas de pitahaya naranja de churuja
(Hylocereus sp.) en condiciones vivero

La evaluaciériﬁe la sobrevivencia de las plantulas de pitahaya naranja de Churuja
obtenidas de la etapa multiplicaciéon y enraizamiento en condiciones in vitro, permitio
obtener de resultados la sobrevivencia de todas las plantulas en todos los tratamientos
evaluados, esta evaluacion se realizé cada 12 dias hasﬁm total de 60 dias y hasta la
ultima evaluacion la sobrevivencia se mantuvo en 100%. Estos resultados son similares a
los obtenidos por Hua et al. (2014), Quin et al. (2017), Timoteo et al. (2018), Lee y Chang
(2022) y Mallap-Detquizan et al. (2022), quienes obtuvieron 100% de sobrevivencia en la
fase de aclimatacion de plantulas de Hylocereus polyrhizus x Hylocereus undatus,
Hylocereus polyrhizus, Hylocereus undatus, Hylocereus polyrhizus vaﬁdad Da Hong e

Hylocereus megalanthus, respectivamente. Pero asi mismo, los resultados fueron
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superiores a los reportados por Vifias et al. (2012), Fan et al. (2013) y Montiel-Frausto et
al. (2016), quie&s reportaron en sus investigaciones 96.4%, 93% y 97.2% de
sobrevivencia en la aclimatacién de las plantulas propagadas en condiciones in vitro de las
especies Hylocereus costaricensis, Hylocereus undatus e Hylocereus monacanthus,

respectivamente.

La altura de las plantulas aclimatadas en condiciones de vivero mostré diferencias
significativas entre los sustratos empleadosm;bteniéndose la mayor longitud con el
tratamiento T4(musgo 2:1 arena) con 16.18 cm. Estos resultados son superiores a los
obtenidos por Vifas et al. (2012), quienes obtuvieron plantulas con 1.9 cm de longitud en
la aclimataciéon de Hylocereus costaricensis posterior a los 60 dias a ser retirados de sus
condiciones in vitro, empleando como sustrato vermiculita y musgo en unaéelacién 1:1.
De igual manera, resultados inferiores son reportados por Montiel-Frausto et al. (2016),
quienes obtuvieron 8.51 cm de longitud promedio en plantulas de Hylocereus monacanthus
en la fase de aclimatacién en perlita y musgo en una relacion 1:1 como sustrato. También
Mallap-Detquizan et al. (2022) obtuvo resultados inferiores en longitud de sus plantulas de
Hylocereus megalanthus en la fase de aclimatacion, obteniendo plantulas de 9.90 cm de
longitud promedio a los 60 dias empleando como sustrato compost y tierra de bosque en
una relacion 1:1. Por Ultimo, Timoteo et al. (2018) también reporto resultados inferiores con
8.01 cm de longitud en las plantulas Hylocereus polyrhizus, estos resultados fueron
obtenidos en la fase de aclimatacién empleando como sustrato Topstrato.

En los resultados obtenidos en el nimero de raices y longitud de raices el mejor tratamiento
fue el tratamiento T4, este tratamiento estuvo compuesto por el sustrato musgo y arena en
una relacion 2:1. Las plantulas con el tratamiento T4 permitid obtener 5.2 raices en
promedio por plantula con 7. m de longitud en promedio en las raices por plantula de
pitahaya naranja de churuia.Eos resultados son superiores a los obtenidos Timoteo et
al. (2018), quienes obtuvieron promedios de 4.08 cm de longitud de raices en las plantulas
aclimatadas de Hylocereus polyrhizus empleando como sustrato Topstrato. De igual
manera, se reportaron resultados inferiores por Mallap-Detquizéan et al. (2022), quienes
obtuvieron raﬁs con 2.50 cm de longitud de promedio en plantulas de Hylocereus
megalanthus en la fase de aclimatacion, empleando como sustrato compost y tierra de

bosque en una relacion 1:1.

Los resultados obtenidos en cada variable de estudio realizada en la fase de aclimatacion
plantulas de pitahaya naranja de Churuja demostraron que el mejor tratamiento fue el T4,
tratamiento que estuvo compuesto por el sustrato musgo y arena en una relacién 2:1.

Mientras que el tratamiento T5 fue el que presento lo resultado mas bajo en todas las
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variables evaluadas, este tratamiento estuvo compuesto por compost y arena en una
relacion 2:1. Para poder determinar especificamente que componente en cadasustrato ha
permitido los mejores y peores valores se realizo el analisis fisicoquimicos de los sustratos
empleados en la fase de aclimatacién. Dentro de estos andlisis se evidencia una diferencia
marcada en los iones de sodio, presentando los valores mas altos T5 con 2.33 meq/100g
y los valores mas bajos se obtuvieron con el T4 con 0.87 meg/100g. Estos resultados
pueden deberse a que efectivamente el nivel alto de iones de sodio afecto negativamente
a las plantulas de pitahaya naranja de Churuja en su fase de aclimatacion. Existen
investigaciones que establecen que los iones de sodio en concentraciones altas pueden
tener un efecto perjudicial en relacién con ocasionar estrés por salinidad, afectando a los
tejidos de las plantas tanto en su nutricion mineral, la morfogénesis y la diferenciacién
(Ketehouli et al., 2019). Asi mismo, los resultados obtenidos en la presente tesis son
validados por Maathuis (2014), Ferreira et al. (2020) y Doungou et al. (2022), quienes
establecen que bajo condiciones de suelo bajos niveles de iones de sodio pueden estimular
el crecimiento de las plantas u otras funciones especialmente bajo deficiencia de iones de
potasio. Especificamente como sucede en los resultados obtenidos el T4 y T5 presentan
déficit de iones de potasio, pero el tratamiento T4 presenta también déficit de iones de

sodio, mientras que el T5 presenta una elevada concentracion de iones de sodio.
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CONCLUSIONES
Se establecio un protocolo de micropropagacion en condiciones in vitro de pitahaya naranja
de Churuja (Hylocereus sp.) a partir de segmentos de cladodios, mediante la realizacion
del establecimiento de semillas pitahaya naranja de Churuja, multiplicacién a partir de
segmentos de cladodios, enraizamiento de los cladodios y la aclimatacion condiciones de

vivero de las plantulas regeneradas in vitro.

Se establecid un protocolo de desinfeociéa de semillas de pitahaya naranja de Churuja

(Hylocereus sp.) para el establecimiento eﬁzondiciones in vitro. Mediante el uso de una
solucién de etanol 70% durante 1 minuto, solucién de hipoclorito de sodio 2% durante 10
minutos y tres lavados en agua destilada estéril (T5), logrando 0% de contaminacién y

100% de germinacion.

Se determino que tratamiento T8 fue el medio de cultivo mas eficiente en la multiplicacion
de pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.ﬁ partir de segmentos de cladodios. El
tratamiento estuvo constituido por sales basales MS adicionado con,2 mg/L de BAP y 0.1
mg/L de AIB, permitiendo la respuesta del 100% de los explantes en la formacion de brotes

y la formacion de 9.67 brotes en promedio por explante.

Se determiné que el tratamiento T6 fue el medio de cultivo mas eficiente en el

enraizamiento de cladodios de pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.) en
condiciones in vitro. El tratamiento estuvo constituido por sales basales MS adicionado con
1 mg/L de AIB, permitiendo Iﬁespuesta del 100% de los explantes en la formacion de
raices, la formacion de 3.26 raices en promedio por explante y 4.12 cm de longitud de

raices en promedio por explante.

Se establecié que el tratamiento T4 fue el sustrato mas adecuado Ew la aclimatacion de
plantulas de pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.) en condiciones de vivero. El
tratamiento estuvo constituido por musgo y arena en una relaciéon 2:1, permitiendo el 100%
de sobrevivencia de las plantulas, plantulas con 16.18 cm de longitud, 9.06 cm de diametro,
4.37 cm?® de volumen, 13.85 cm? de area, 5.2 raices y 7.91 cm de longitud de raices.
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RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar la optimizacion de un protocolo de desinfeccion de cladodios para
la introduccién in vitro a partir de genotipos élites, permitiendo tener plantas clonadas con

las mismas caracteristicas.

Investigar el efecto de otras citoguininas solas o0 en combinacién de otras auxinas en la
respuesta de formacion de brotes por explante de pitahaya, asi como determinar la
orientacion del explante en el medio de cultivo que permita la maxima induccion de

formacién de los brotes.

En la fase de enraizamiento realizar mas estudios del efecto de otras auxinas en la
formacion de raices y asi como también en el desarrollo del cladodio.

Realizar la estandarizar un protocolo de micropropagacion en condiciones in vitro de
pitahaya naranja de Churuja (Hylocereus sp.) mediante organogénesis indirecta con

potencial para procesos de transformacién genética.

Continuar con investigaciones del comportamiento vegetativo y productivo de las plantas
propagadas in vitro en condiciones de campo, asi como estudios de su respuesta a los

diferentes estreses presentes en condiciones naturales.
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Tabla 27.

ANEXOS

Composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).

Componentes Concentraciéon (mg/L)
KNO3 1900
NHsNO3 1650
CaCl: 332.2
MgSO4 180.7
KHzP O4 170
C1oH1aN2NazOs . 2H,0 37.26
FeS0,.7H.0 278
MnSQ4. H:0 16.9
ZnS0, . 7H0 8.6
H3BOs 6.2
Kl 0.83
Na:MoQs . 2H20 0.25
CoCl; . 6H:0 0.025
CuS0s . 5H0 0.025
Glicina 2
Mioinositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCL 0.5
Tiamina HCL 0.1

75
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Figura 21.

Fruto, pulpa y semillas de pitahaya naranja de Churuja.

Figura 22.

Desinfeccion de semillas de pitahaya naranja de Churuja en cabina de flujo laminar.
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Figura 23.
Introduccion de semillas de pitahaya naranja de Churuja en medios de cultivo para su
germinacion en condiciones in vitro.

Figura 24.

Pitahaya naranja de Churuja germinada en condiciones in vitro.




78

Figura 25.
Transferencia de pitahayas naranja de Churuja germinadas en condiciones in vitro a frascos para
continuar con su desarrollo.

Figura 26.
Segmentaciones de cladodios de pitahayas naranja de Churuja previa a la introduccion a los medios
de cultivo para la fase de multiplicacion.




Figura 27.
Cladodio de pitahaya naranja de Churuja segmentado (izquierda) y plantula sin segmentacion
(derecha).

Figura 28.
Formacion de brotes en segmentos de cladodios de pitahaya naranjas de Churuja en fase de
multiplicacion en condiciones in vitro.
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Figura 29.

Explantes de pitahayas naranjas de Churuja en fase de multiplicacion en condiciones in vitro.

Figura 30.
Formacion de brotes de pitahaya naranjas de Churuja en el tratamiento T8 en fase de multiplicacion
en condiciones in vitro.
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Figura 31.
Evaluacién de la longitud y nimero brotes de pitahaya naranjas de Churuja en el tratamiento control

en fase de multiplicacion en condiciones in vitro.

Figura 32.
Evaluacién del numero brotes de pitahaya naranjas de Churuja en el tratamiento T2 en fase de
multiplicacion en condiciones in vitro.
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Figura 33.
Evaluacién del numero brotes de pitahaya naranjas de Churuja en el tratamiento T8 en fase de
multiplicacion en condiciones in vitro.

Figura 34.
Explantes de pitahaya naranja de Churuja en medios de cultivo de diferentes tratamientos en la fase
de enraizamiento en condiciones in vitro.
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Figura 35.

Explante de pitahaya naranja de Churuja enraizada en condiciones in vitro.

Figura 36.
Explantes de pitahaya naranja de Churuja condiciones ex vitro en estado de pre-aclimatacion.
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Figura 37.

Preparacion de sustratos para los diferentes tratamientos en la fase de aclimatacion.

Figura 38.

Cultivo de plantulas de pitahaya naranja de Churuja en sustratos.
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Figura 39.
Establecimiento de todos los tratamientos para la aclimatacion de plantulas de pitahaya naranja de
Churuja multiplicadas y enraizadas in vitro.

Figura 40.
Plantula de pitahaya naranja de Churuja en sustrato en condiciones controladas previa a ser
transferidas a condiciones de vivero.
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Figura 41.
Plantulas de pitahaya naranja de Churuja en fase de aclimatacién en condiciones de vivero.

AW e

Figura 42.
Evaluacién de sobrevivencia y longitud de plantulas de pitahaya naranja de Churuja en fase de
aclimatacion en condiciones de vivero.
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Figura 43.
Plantulas de pitahaya naranja de Churuja en aclimatadas en condiciones de vivero, tratamientos T1
a T5 desde la izquierda a derecha.

Figura 44.
Comparacion de longitud entre plantulas de pitahaya naranja de Churuja de los tratamientos T4
(izquierda) y T5 (derecha) aclimatadas en condiciones de vivero.
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Figura 45.

Comparacién morfologica entre plantulas de pitahaya naranja de Churuja aclimatadas en
condiciones de vivero, tratamientos T1 a T5 de izquierda a derecha.
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