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Resumen

El interés creciente por el cultivo de pitahaya ha permitido la propagacion de esquejes
de diferentes variedades promoviendo su comercializacion a nivel nacional e
internacional, requiriéndose asegurar la calidad fitosanitaria y la propagacién masiva en
menor tiempo de dicho cultivo. Por ello, en el presente estudio, a través de la técnica de
cultivo in vitro, se evalud el efecto de cuatro concentraciones del regulador de crecimiento
BAP (Bencilaminopurina) y un control sobre la etapa de establecimiento in vitro en
explantes provenientes de areolas de Hylocereus guatemalensis, cominmente conocido
como American Beauty. Se empleo un total de 60 unidades muestrales evaluados por un
periodo de tres meses. El mayor porcentaje de brotacién se obtuvo en un periodo minimo
de 30 dias con una concentracion de 0.5 mg/l de BAP, asi mismo, en cuanto a la longitud
de cladodios, dicha concentracion permitié obtener la mayor longitud con una media de
22.92 mm, estableciéndose diferencias significativas con los demas tratamientos
empleados. El mayor nimero de areolas por cladodio se obtuvo con los tratamientos 0.5
mg/l y 1 mg/l de BAP, respectivamente. Tras superar con éxito la etapa de
establecimiento, la presente investigacion permitira continuar con los estudios
relacionados a la micropropagacion vegetal del cultivo.
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Abstract

The growing interest in the cultivation of pitahaya has allowed the propagation of cuttings
of different varieties promoting their commercialization at national and international level,
being required to ensure the phytosanitary quality and the massive propagation in less
time of said crop. Therefore, in the present study, through the in vitro culture technique,
the effect of four concentrations of the growth regulator BAP (Benzylaminopurine) and a
control on the in vitro establishment stage in explants from areolas of Hylocereus
guatemalensis was evaluated, commonly known as American Beauty. A total of 60
sample units were used, evaluated for a period of three months. The highest sprouting
percentage was obtained in a minimum period of 30 days with a concentration of 0.5 mg/l
of BAP, in addition, regarding the length of cladodes, this concentration allowed to obtain
the greatest length with an average of 22.92 mm, establishing significant differences with
the other treatments used. The highest number of areoles per cladode was obtained with
the treatments 0.5 mg/l and 1 mg/l of BAP, respectively. After successfully passing the
establishment stage, the present investigation will allow to continue with the studies
related to the plant micropropagation of the crop.

Keywords: Hylocereus guatemalensis, in vitro establishment, benzylaminopurine,
areoles

Introduccidén

El género Hylocereus consta de diferentes especies producidas en regiones tropicales y
subtropicales de América Latina y el Caribe, presentando posiblemente una amplia
variedad vegetal en una misma especie (Montesinos Cruz et al., 2015). La pitahaya
(Hylocereus spp.), cactacea también conocida en nuestro pais como fruta de dragén, se
encuentra distribuida en la region Amazonas y algunas zonas costeras como Piura, Lima
y la region Lima Provincias donde se pueden encontrar pequefios productores dedicados
a su comercializacion (Vargas Gutiérrez & Lopez Montariez, 2020).

Se han atribuido diversas propiedades para dicho cultivo, basados en sus
componentes nutricionales como la presencia de Vitamina C, acidos organicos,
minerales, entre otros (Mercado-Silva, 2018; Montesinos Cruz et al., 2015; Verona-Ruiz
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et al., 2020), asi mismo la elevada disposicion de betalainas, ha permitido ampliar los
estudios para su empleo a nivel industrial (escala piloto) y nutraceltico (in vitro)
generando Optimos resultados en ambos casos (Herbach et al., 2007; Hernawati et al.,
2018).

La forma de propagacién mas eficiente en los viveros es a través de esquejes
(Wu, 2005) y presenta en la zona norte del Perl una cosecha escalonada con tres a
cinco floraciones, la cual puede diferir de acuerdo a la variedad, el manejo agronémico y
las condiciones ambientales presentes.

Si bien es cierto existen especies con una mayor comercializacion a nivel mundial,
los productores aledafios a la provincia de Huaura, han propagado grandes cantidades
de esquejes de Hylocereus guatemalensis, comunmente conocido como American
Beauty, ya que presenta mayor adaptabilidad, facil propagacion, y frutos mas atractivos
visualmente (céscara roja y pulpa fucsia), asi mismo, se ha observado a nivel de vivero
gque el enraizamiento de dicha especie se realiza en menor tiempo frente a otras
variedades como Hylocereus undatus e Hylocereus megalanthus.

La micropropagacion in vitro ha permitido la regeneracion de diferentes especies
vegetales de manera eficiente, en menor tiempo y sin depender de la estacionalidad, asi
como también la obtencion de plantas con alta calidad sanitaria (Ojeda-Zacarias et al.,
2012) favoreciendo la producciéon masiva de plantas homogéneas y de comportamiento
similar en campo.

Dicha técnica alberga distintos métodos dependientes de los objetivos de estudio,
siendo la organogénesis indirecta uno de los mas empleados para el cultivo de pitahaya
en variedades como H. megalanthus e H. polyrhizus (Caetano Nunez et al., 2014; Suarez
Roman et al, 2014), o la propagacion a partir de semillas para H. undatus e H.
monacanthus (Montiel-Frausto et al., 2016; Ojeda-Zacarias et al., 2012), sin embargo
dichos métodos propician la variabilidad genética, no recomendada para el presente
estudio.

Por el contrario, Bozkurt et al. (2020) realiz6 la micropropagacion in vitro de
areolas para cuatro variedades de pitahaya, incluyendo H. guatemalensis, a través del
empleo del regulador de crecimiento bencilaminopurina (BAP) en diferentes
concentraciones obteniéndose resultados exitosos. Del mismo modo, Vifias et al. (2012)
empleando brotes, también llamados cladodios, de Hylocereus costaricensis informa que
concentraciones altas de BAP promueven sustancialmente la formacién de callos y
muerte apical, en cambio, concentraciones bajas del mismo reducen significativamente
dichos efectos, produciendo plantulas normales y sanas sin afectar la tasa de desarrollo
o altura de los nuevos brotes.
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El empleo de reguladores de crecimiento, como BAP y 2iP (isopentiladenina),
también ha mostrado una disminucién en el tiempo para la obtencion de cladodios en
cultivos in vitro de pitahaya obtenidos a partir de areolas, comparados frente a un
tratamiento control (Drew & Azimi, 2002; Vifias et al., 2012), al mismo tiempo que
estimula la elongacion de los cladodios dependientes de las concentraciones empleadas,
permitiendo la activacion de areolas e incitando la divisién celular, como se ha observado
en otras cactaceas (De la Rosa-Carrillo, et al., 2012).

Por lo anteriormente expuesto, el presente estudio opta por el empleo de dicha
técnica utilizando diferentes concentraciones de citoquinina BAP, evaluando su efecto
en explantes provenientes de areolas de H. guatemalensis, siendo una especie poco
estudiada a través del cultivo in vitro. Este estudio ademés promueve la continuacion de
las etapas de micropropagacion en dicha variedad, teniendo en cuenta que la
concentracion de 0.5mg/l de BAP permitié obtener cladodios en menor tiempo, de mayor
tamafio y con el mayor numero de areolas.

Material y métodos

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio Agricola del CITE Agroindustrial
U.T. Huaura, ubicado en el distrito de Santa Maria, provincia de Huaura, region Lima
Provincias.

Material Vegetal

Se colectaron estacas de H. guatemalensis provenientes de la provincia de Huaral, las
cuales fueron instaladas en el vivero del CITE Agroindustrial U.T. Huaura, con la finalidad
de ser sometido a un tratamiento sanitario y nutricional que consistio en una aplicacion
semanal del fungicida Benlate® marca Farmex en concentracién 1g/l en combinacion
con el fertilizante liquido Kelp Way NPK marca Procampo en concentracion 1ml/l,
aplicados via foliar y en drench por un periodo de 4 semanas, lo que permitio la obtencién
de brotes adecuados para su introduccién in vitro.

Preparacion y desinfeccion de explantes

Se emplearon brotes jévenes de aproximadamente 10 a 15 cm de longitud cuyos tallos
angulados presentaban entre 4 a 6 areolas laterales. Para el proceso de desinfeccion se
empled la metodologia de Bozkurt et al. (2020) modificada, donde el material vegetal fue
sometido previamente a una limpieza con detergente industrial Karson y agua corriente.
Luego fueron trasladados al Laboratorio Agricola donde se colocaron en solucion Tween
20, marca HIMEDIA al 1% por 10 min, seguido de un enjuague con agua destilada.
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Posteriormente los explantes se sumergieron en fungicida Benlate® marca Farmex en
concentracion 1g/l por 10 min, enjuagandose con agua destilada para eliminar los
residuos contaminantes. En camara de flujo laminar, se procedi6 a sumergirlos en etanol
al 70% por 30 s (Biogenics Lab SAC) y finalmente se emple6 una solucién de lejia
comercial marca Promafa al 1.5 %, realizandose posteriormente dos enjuagues con agua
destilada estéril.

Preparacion de medios de cultivo

Se empled medio de cultivo Murashigue & Skoog (MS) suplementado con vitaminas y CaClz,
marca HIMEDIA, adicionandose 5.7g/l de agar y 25 g/l de sacarosa, distribuidos en un
tratamiento control (TO) y cuatro concentraciones de BAP (T1: 0.25 mg/l, T2: 0.5 mg/l, T3: 0.75
mg/l y T4: 1 mg/l). Se ajustd el pH a 5.7 usando NaOH 0.1N y HCI 0.1N, y se dispensaron en
tubos de 25 x 150 mm, procediendo a esterilizar los medios en autoclave a 121°C por 15 min.

Introduccién in vitro

Para la introduccion in vitro, se procedié a cortar longitudinalmente los explantes, se separaron
las areolas laterales de manera individual con un tamafio aproximado de 20 x 10 mm, para
proceder a su introduccion en cada tubo de ensayo. Se sell6 cada tubo con parafim y se
incubaron a 25 + 2 °C con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 oscuridad con una intensidad
luminica de 4000 lux. Se realizaron seguimientos semanales (observaciones) de las vitroplantas,
y evaluaciones cada 30 dias por 3 meses para el correspondiente reporte de resultados.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se empled el programa INFOSTAT, aplicandose un andlisis de
varianza (ANAVA) para un disefio experimental completamente al azar (DCA) con 12
repeticiones por cada tratamiento. Se emple6 la prueba de LSD Fisher para determinar la
diferencia entre los tratamientos con un nivel de significancia de 0.05. Se evalu6 el porcentaje de
brotacién (nimero de cladodios obtenidos por tratamiento) respecto al tiempo (momento de
evaluacion), la longitud de los cladodios (mm) y el nUmero de areolas por cladodios.

Resultados y Discusion

La desinfeccion empleada en el presente estudio, se considerd 6ptima, debido a que la
totalidad de los explantes no mostré6 contaminacion alguna.

Se realizaron tres evaluaciones respecto a la variable porcentaje de brotacion
correspondientes al tiempo transcurrido luego de su introduccién invitro (Tabla 1). Segun
Montiel (2017), los explantes de pitahaya pueden mantenerse sin subcultivos hasta 180
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dias, dependiendo del volumen del recipiente, entre otros factores; por ello, se llevd a
cabo un recambio de medios de cultivo a los 60 dias.

Se observo durante las dos primeras semanas areolas hinchadas (Figura 1), y los
primeros brotes a los 20 dias después de la introduccion in vitro, los cuales provenian
solamente del T2. A partir de los 30 dias, momento de la primera evaluacion, empezo la
brotacidn de todos los tratamientos con BAP; tal como se muestra en la Figura 2 el TO
no presentd brotacion en ninguno de los momentos de evaluacion, los tratamientos T1,
T3 y T4 muestran un incremento en el porcentaje de brotacién respecto al tiempo,
lograndose para el T4 el 100% de brotes emitidos a los 90 dias, sin embargo para el T2
se obtuvo en menor tiempo la mayor cantidad de brotes manteniendo un 92% de
brotacion desde la primera evaluacién.

Tabla 1

Momentos de evaluacion para la variable porcentaje de brotacion

Evaluaciones Momento de evaluacion
EO Introduccidn in vitro
El 30 dias
E2 60 dias
E3 90 dias

Nota: Fuente: Elaboracién propia.

Figural

Explantes de H. guatemalensis a las 2 semanas de observacién en estado de areola hinchada
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Vifias et al. (2012), reporté en H. costaricensis la obtencion de brotes a partir de
los 28 dias con concentraciones altas de BAP (15, 30 y 60 uM), sin embargo todos los
explantes en dichos tratamientos presentaron tejido calloso, asi mismo la concentracién
de 5uM de BAP produjo el 10% de brotes a los 63 dias de realizado el establecimiento
in vitro, difiriendo con lo obtenido en la presente investigacion ya que para el T4 se logré
el 50% de brotes emitidos a los 30 dias. Por otro lado, Drew & Azimi (2002) en H. undatus
presentd a los 26 dias aproximadamente el 80% de brotacién sin adicion de reguladores,
y con 2iP en una concentracion de 5uM solo tarddé 20 dias, dichas diferencias son
justificables ya que el empleo de diferentes reguladores de crecimiento, solos o en
combinacion, presentan una reaccion diferente dependiente de la especie utilizada tal
como menciona Ojeda-Zacarias et al. (2012).

Figura 2

Porcentaje de brotacion para cada tratamiento respecto al momento de evaluacién
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En relacion a la variable longitud de cladodios, la evaluacion se realizé a los 90
dias (Figura 3), donde existieron diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados (Tabla 2), el T2 difiere significativamente de todos los demas tratamientos con
una mediade 22.92 mm, siendo la mejor media obtenida en el presente estudio, estando
relacionado con lo reportado por Vifas et al. (2012), que con 2uM de BAP, obtuvo una
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longitud de 20mm aproximadamente tras 80 dias de cultivo. Zambrano-Forero & Rios
Osorio (2015) también obtuvieron la mayor altura con 0.5 mg/l de BAP a los 45 dias,
considerando que los explantes empleados para su estudio, se encontraban en fase de
multiplicacion y provenian de segmentos nodales in vitro de H. megalanthus.

Figura 3

Longitud de cladodios provenientes de areolas de H. guatemalensis a los 90 dias de evaluacion, de
acuerdo a los tratamientos empleados
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El T2 y T4 presentan el mayor nUmero de areolas, no mostrando diferencias
significativas entre ellos; el numero de areolas nos permite predecirla cantidad de brotes
gue se podrian obtener en una fase de multiplicacién y se encuentran relacionados a la
longitud de los cladodios, ya que segun lo obtenido por Mohamed-Yasseen (2002), a

100
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pesar de obtener un total de explantes brotados, solo algunos pudieron producir
cladodios en la fase de multiplicacion, relacionandolo a lo expuesto anteriormente y al
dafo de manipulacién realizado (Tabla 2).

Tabla 2

Efecto de los tratamientos de medios de cultivo en explantes provenientes de areolas de pitahaya

Tratamiento Medio de cultivo Longltut_:l de Numero de
cladodios areolas
To Control (Medio MS) 0A oA
T1 MS + 0.25 mg/l BAP 5.9248 678
T2 MS + 0.5 mg/l BAP 22.92¢ 19¢
Ts MS + 0.75 mg/l BAP 8.58 7.7548

Ta MS + 1 mg/l BAP 10.338 128¢

Nota: Medias con letra comudn dentro de la misma columna, no son significativamente diferentes. (Prueba
LSD Fisher, p > 0.05).
Fuente: Elaboracién propia

El empleo de BAP en los medios de cultivo in vitro ha permitido la proliferacion de
cladodios, siendo la mas eficiente de las citoquininas, puesto que permite la division
celular y modifica la dominancia apical (Bhojwani & Dantu, 2013), a pesar de ello existen
aun pocos estudios que empleen BAP para la propagacion in vitro a partir de areolas de
pitahaya, sobre todo para variedades como H. guatemalensis, ademas las
concentraciones bajas empleadas permitieron explantes libres de tejido calloso por lo
que la carga genética de la planta donadora se mantendria sin variacion alguna
concordando con lo reportado por Viflas et al. (2012) que optdé por reducir
sustancialmente dichas concentraciones.

Conclusiones

Se logro evaluar el efecto del regulador de crecimiento BAP sobre el establecimiento in
vitro de H. guatemalensis a partir de areolas. Se propone para esta fase el medio de
cultivo MS con la adicion de 0.5 mg/l de BAP debido al alto porcentaje de brotacion
obtenido en menor tiempo, asi como los mejores promedios respecto a la longitud de
cladodios y nUmero de areolas.

El estudio presentado sirve de respaldo para futuras investigaciones que tengan
como principio mantener la uniformidad genética en dicho cultivo, asi mismo gracias a
los resultados obtenidos, la propagacion clonal masiva a partir de explantes es posible,
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proporcionando en menor tiempo la mayor cantidad de plantas con calidad sanitaria para
su ingreso a campo definitivo expandiendo la frontera agricola del cultivo.
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