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Evaluaciéon de reguladores de crecimiento en la propagacion in
vitro de Hylocereus megalanthus (pitahaya amarilla)
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Hylocereus megalanthus (Yellow dragon fruit).
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Resumen

La pitahaya amarilla es una planta originaria del norte de Suramérica, cuyo cultivo se ha
incrementado en Colombia debido a su creciente demanda a nivel internacional, sin que
hayan mejorado las técnicas de cultivo de este fruto. La propagacion in vitro se ha propuesto
como alternativa para hacer frente a los problemas fitosanitarios. En este estudio se
evaluaron diferentes combinaciones y concentraciones de dos citoquininas (BAP y Kinetina)
y una auxina (AlA) en la propagacion in vitro de Hylocereus megalanthus via organogénesis
directa, a partir de segmentos nodales. Se encontr6 que el mejor tratamiento para
elongacion y produccion de brotes fueron BAP 0,5 mg/L y BAP 1,0 mg/L respectivamente.
En cuanto a la produccién en nimero de raices, el mejor tratamiento fue Kinetina (Kin) 1,0
mg/L + AIA 0,3 mg/L. No existieron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados para el crecimiento de las raices.

Palabras clave: Hylocereus megalanthus, organogénesis directa, citoquininas, auxinas,
propagacion in vitro.
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Ciencias-Biologicas
Abstract

Yellow dragon fruit is a plant originally from the north of South America, which cultivation
has increased in Colombia due to its growing demand in the global market, without having
improved cultivation techniques for this fruit. In vitro propagation has been proposed as an
alternative to face phytosanitary problems. In this study we evaluated different combinations
and concentrations of two cytokines (BAP, kinetin) and one auxin (IAA) for in vitro
propagation of Hylocereus megalanthus via direct organogenesis from nodal segments.
Best results for shoot elongation and shoot proliferation were obtained for shoots cultured
in MS medium supplemented with BAP 0,5 mg/L and BAP 1,0 mg/L respectively. For roots
proliferation, best treatment was Kinetin (Kin) 1,0 mg/L + AIA 0,3 mg/L. There was not
significant difference among treatments for root growth.

Key words: Hylocereus megalanthus, direct organogenesis, cytokines, auxins, in vitro
propagation.

1. Introduccién

Hylocereus megalanthus (K. Schum. ex Vaupel) Ralf Bauer, conocida como Pitahaya
amarilla; es una planta perenne perteneciente a la familia Cactaceae Juss que presenta
varios sinénimos como Cereus megalanthus K. Schum. ex Ule, Mediocactus megalanthus
(K. Schum. ex Ule) Britton & Rose, Selenicereus megalanthus (K. Schum. ex Vaupel) Moran
y se distribuye naturalmente en Colombia, Ecuador, Boliviay Peru .

La demanda de Pitahaya amarilla crece constantemente a nivel mundial,
consecuentemente en Colombia (principal productor) el cultivo ha presentado un proceso
de expansion; principalmente en Boyaca, Valle, Tolima, Cundinamarca y Cauca (Perea,
Tirado, Mican, Fischer, & Rodriguez, 2010; Mora, 2010). La Pitahaya no solo es utilizada
para el consumo de fruta fresca, sino que tiene potencialidades en sectores de la industria
como alimentos transformados, farmacéutico, aseo, pecuario y quimico (Perea et al., 2010).
Adicionalmente, la pitahaya presenta la ventaja de tener metabolismo CAM, que le permite
ser eficiente en el uso del agua y por tanto, es una alternativa de cultivo para zonas de baja
precipitacion; asi como una especie probablemente bien adaptada para enfrentar el cambio
climatico.

Sin embargo, su potencial es mermado por la variedad de problemas fitosanitarios, como
los causados por diferentes especies de Fusarium, Colletotrichum y Erwinia; los cuales
pueden llegar a generar pérdidas hasta del 80% e incrementar un 50% los costos de
produccion debido al manejo. Ademas, Caetano y colaboradores (2011) reportan que esta
especie no produce fitoalexinas, lo que la hace mas susceptible a dichos problemas
fitosanitarios. Una de las soluciones propuestas para hacer frente a las anteriores
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problemaéticas, es la propagacion in vitro. Sin embargo, son pocos los reportes de trabajos
de investigacion en esta area para la pitahaya amarilla. En estos se observa el uso
predominante de la auxina 2-acido naftalenacético (ANA), asi como las citoquininas 2-
benciladenina (BA) y 3-feniltidiazol-urea (Thidiazuron-TDZ); poco se ha evaluado el efecto
de la concentracion de hormonas en el crecimiento y adicionalmente algunos trabajos solo
se enfocaron en la produccion de callo (Infante, 1992; Pelah, Kaushik, Mizrah, & Sitrit, 2002;
Caetano Nunez, Escobar, Caetano, & Vaca, 2014; Suéarez, Caetano, Ramirez, & Morales,
2014).

Con base en lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto en el crecimiento
in vitro por organogenesis directa de Hylocereus megalanthus de dos citoquininas y una
auxina poco utilizadas en la micropropagacion de esta especie, utilizando diferentes
concentraciones hormonales.

2. Metodologia

Las plantas madre para la propagacion in vitro de Hylocereus megalanthus se obtuvieron
del banco de germoplasma del Laboratorio de Investigacion en Genética y Biotecnologia
de la Universidad del Tolima (GEBIUT), a partir de las cuales se seleccionaron segmentos
nodales de aproximadamente 1 cm y que presentaban un brote . La siembra se realiz6 en
el medio de cultivo (MS) (Murashige & Skoog, 1962) complementado con diferentes
concentraciones y combinaciones de las citoquininas 6-benzilamino-purina (BAP) y Kinetina
(Kin), junto con la auxina acido indolacético (AlA), las cuales se describen en la Tabla 1.

Ademas de los tratamientos anteriormente descritos, se hizo una siembra en el medio MS
sin ningan regulador de crecimiento como control. Para cada tratamiento y el control se
realizaron diez siembras (repeticiones).

Todas las siembras se realizaron en condiciones de asepsia, en cabina de flujo laminar y
con instrumentacion previamente esterilizada en autoclave; asimismo, se implementaron
todas las hormas de bioseguridad establecidos para este tipo de procedimientos.

Posterior a las siembras se realizé una observacion de todos los tratamientos a los 45 dias,
tomando como variables para el andlisis el nimero de brotes, la elongacién de los tallos, el
numero y la longitud de raices, asi como la formacién de callos.

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete estadistico Minitab Statistical
Software, aplicando ANOVA y comparaciones usando el test LSD de Fisher con un intervalo
de confianza de 95% para todos los tratamientos. También se aplicaron dos pruebas de
comparacion usando los mismos parametros para analizar el efecto de la presencia o
ausencia de los tres reguladores de crecimiento utilizados.
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3. Resultados y discusion

Tabla 1. Segmentos nodales de pitahaya (Hylocereus megalanthus) cultivados en medio
MS suplementado con diferentes concentraciones de BAP, Kin y AlA: Elongacion, nimero
de brotes, numero de raices y longitud de raiz. Las medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (p<0,05)

Ne: I\B/IZSIO (ngi/rl]_) AA (Er:]or:)gacién No. brotes |No. raices I,Laoigg(gl::)
0 - - 12,50bcd 2,00¢de 2,30¢de 3,85¢de
1 05 - - 20,882 3,25P¢ 1,759%f 5,5623bcd
2 1,0 - - 11,60 5,302 0,40 0,40

3 1,5 - - 14,14bcd 2,86bcd 1,00¢f 1,36¢f
4 - 0,5 - 10,50¢ 1,709% 2,900cd 5,553bcd
5 - 1,0 - 11,11%¢ 1,22¢ 3,56 6,5030¢
6 | 1,5 - 13,60bcd 1,30¢ 4,002 7,053
7 10,5 - 0,3 14,56"¢ 3,11Pc 3,22bcd 7,892

8 [1,0 - 0,3 14,50b¢ 3,40° 2,40¢de 4,3(Qbcde
9 1,5 - 0,3 13,67Pbcd 3,11Pc 1,22¢f 3,33def
10 - 0,5 0,3 13,73bcd 1,53cde 3,93 5,432bcd
11 - 1,0 0,3 12,5Qbcd 3,10P¢ 5,202 6,6030¢
12 - 1,5 0,3 16,11° 1,89¢de 3,56 4,39bcde

Efecto del BAP, AlAy Kin en laelongacién de los tallos y generacion de brotes.

La prueba de ANOVA para las variables elongacién y nimero de brotes mostré que existen
diferencias significativas en al menos dos tratamientos. En cuanto a la elongacion de los
tallos, el tratamiento que mostré mejores resultados fue el nimero 1, el cual present6 una
media de 20,88 mm (Tabla 1, Figura 1b). La prueba de LSD Fisher (a=5%) no agrupa este
tratamiento con ningun otro, mostrando que es significativamente diferente; lo que también
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se observa en la Figura 2. Por otro lado, el tratamiento que mostrd los peores resultados
fue el nimero 4, con una media de 10,50 mm; valor que también mostré diferencias
significativas segin LSD (Tabla 1). Los Unicos estudios realizados en Hylocereus
magalanthus que utilizaron BAP y Kin como citoquininas fueron Suéarez et al. (2014) y
Caetano et al. (2014), en donde el primero utilizé las dos citoquininas combinadas y por
tanto no es posible hacer comparaciones. Por otro lado, con Caetano et al. (2014), se
confirman los resultados de este estudio, ya que reportaron un menor numero de brotes
con el tratamiento suplementado con Kin. Sin embargo, concentraciones mas altas de BAP
en relacion a las probadas en este estudio, podrian mejorar la elongacion y el crecimiento
de los brotes de acuerdo con lo reportado por Vifias et al. (2012) para Hylocereus
costarricensis.

Figura 1. Crecimiento de los segmentos nodales de Hylocereus megalanthus en a)
Medio MS sin suplementos adicionales (control) b) Medio MS suplementado con
BAP a 0,5 mg/l
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b

Figura 2. Efecto de las diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento en la
elongacion (mm) de los explantes de Hylocereus megalanthus a los 45 dias. Intervalo de
confianza: 95%, segin ANOVA con prueba LSD de Fisher
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

En lo referente a la prueba LSD realizada con categorizacion presencia-ausencia de
citoguininas y auxina, se agruparon todas de la misma manera; lo cual sugiere que la
eficiencia de un tratamiento para la elongacién de los tallos, depende de la concentracion
de cada regulador de crecimiento (Tablas 2 y 3). Lo anterior concuerda con los resultados
de estudios realizados en otras especies del mismo género (Drew & Azimi, 2002; Mohamed-
Yassen, 2002; Vifias et al., 2012).
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Para la generacion de brotes, el tratamiento con mejores resultados fue el nUmero 2, con
unamedia de 5,30 brotes; resultado que presentd diferencias significativas segun la prueba
LSD Fisher (0=5%) (Tabla 1; Figura 3). Los tratamientos menos eficientes no presentaron
diferencias significativas; sin embargo, todos tienen en comdn que la citoquinina utilizada
fue Kin (Tabla 1). Lo anterior concuerda con la prueba LSD realizada con categorizacion
presencia-ausencia de citoquininas, la cual mostré que el uso de BAP es significativamente
diferente al uso de Kin o la ausencia de citoquinicas (Tabla 2). Estos resultados coinciden
con los reportados por Caetano et al. (2014), lo cual sugiere que la kin no es un regulador
de crecimiento eficiente para la produccion de brotes en Hylocereus megalanthus. A pesar
de lo anterior es necesario evaluar diferentes concentraciones de Kin y otras citoquininas,
debido a que son pocos los estudios para pithaya amarilla y otras pitahayas.

Figura 3. Efecto de las diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento en el
numero de brotes de los explantes de Hylocereus megalanthus a los 45 dias. Intervalo de
confianza: 95%, segun ANOVA con prueba LSD de Fisher
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Efecto del BAP, AIA y kin en la produccion y crecimiento de las raices.

Se compar6é la respuesta de crecimiento radicular de los explantes a diferentes
combinaciones de reguladores de crecimiento. Para el niumero de raices el mejor
tratamiento fue el nUmero 11 (Tabla 1), que registré una media de 5,2 raices, seguido por
los tratamientos 6 y 10. Segun la prueba LSD entre los tres tratamientos no se presentaron
diferencias significativas; sin embargo, la prueba también agrup6 a los tratamientos 6 y 10
con tratamientos menos eficaces. Esto concuerda con el estudio de Vifas (2012) para
Hylocereus costarricenses, donde sugiere que las altas concentraciones de BAP inhiben el
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crecimiento y proliferacion de raices, cosa que probablemente no ocurrié en este estudio
debido a que las concentraciones utilizadas son bajas.

En cuanto a la longitud de las raices el mejor tratamiento fue el nimero 2 (Tabla 1), con
una media de longitud de raices de 7,89 mm. Sin embargo, la prueba LSD lo agrup6 con
otros tratamientos, lo que indicé que aunque existe una diferencia significativa, dicha
diferencia no fue lo suficientemente grande para categorizarlos aparte y no fue posible
establecer una relacién clara entre las combinaciones de reguladores y el crecimiento de
las raices.

La produccioén de raices y brotes a la par, es importante en el cultivo in vitro porque puede
evitar fases adicionales del proceso; lo cual aumenta el tiempo y los costos de este (Vifias,
2012); dicha obtencion simultanea de raices y brotes depende de la proporcion
auxina/citoquinina (Pérez, 2011). Algunos estudios se han enfocado solo en la produccién
de brotes, sin tener en cuenta el crecimiento de raices (Infante, 1992; Mohamed-Yaseen,
2002); no obstante, en este estudio se encontraron tratamientos con resultados favorables
para el crecimiento de brotes y raices a la vez, como es el caso de los tratamientos 7 y 8
(Tabla 1).

Tabla 2. Contraste del efecto de las citoquininas en las variables evaluadas. Las letras en
comun no son significativamente diferentes (p<0,05)

Citoquinina  |Elongacién No. brotes  |No. raices Longitud raiz
Ausente a b b ab
BAP a a b b
Kin a b a a

Tabla 3.: Contraste del efecto de la auxina en las variables evaluadas. Las letras en

comun no son significativamente diferentes (p<0,05).

Auxina Elongacion No. brotes No. raices Longitud raiz
Ausente a a b a
AlA a a a a

Se compard el efecto de las citoquininas (Tabla 2) y auxinas (Tabla 3) para establecer su
efecto sobre las caracteristicas medidas en los explantes. A través de la prueba LSD se
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encontrd para el crecimiento radicular que los tratamientos con la citoquinina Kin produjeron
los mejores resultados tanto para produccién de raices como la longitud de estas, con una
diferencia significativa (0=5%) respecto a los tratamientos que contenian BAP o con el
blanco, siendo inusual ya que en general, las citoquininas no se encuentran asociadas con
la produccién de raices (Pérez, 2011); no obstante los estudios en los que se haga mencion
a la relacion entre la produccion de raices y Kin para esta especie y otras del género son
escasos.

Para la longitud de raices la prueba agrupa al blanco con la Kin y con el BAP, lo que muestra
diferencias poco marcadas entre los tres tratamientos para esta caracteristica, y no se
puede establecer que uno de los reguladores de crecimiento utilizados tenga un mejor
efecto.

Para los tratamientos con la auxina AlA, se produjeron mejores resultados en la produccion
de raices que los no suplementados con esta auxina, esto concuerda con estudios previos
donde se report6é que AlA tiene efecto sobre la produccidn de raices en cactaceas, y es un
suplemento utilizado con tales fines (Pérez et al., 1998). Sin embargo, para la variable
longitud de raices, no hubo diferencias significativas para la presencia o ausencia de AlA,
contrario a lo reportado por Drew et al (2002); no obstante, la auxina evaluada no fue la
misma. Es necesario profundizar el efecto que tienen las auxinas sobre el crecimiento de
raices en las diferentes especies y variedades de pitaya.

Crecimiento, oxidacion y produccién de callo.

Para todos los tratamientos el crecimiento fue normal y en ningun caso hubo presencia de
clorosis. El 10% de los explantes suplementados con BAP presentaron oxidacién, mientras
gue ningun explante suplementado con Kin present6 esta caracteristica.

Para ninguno de los explantes en los diferentes tratamientos se generd -callo.
Probablemente se deba a que los reguladores de crecimiento utilizados no tienen este
efecto, ademas no han sido utilizados tradicionalmente para la promocién de callogénesis,
a diferencia de TDZ, ANA o 2,4-D (Mohamed-Yaseen, 2002; Pelah et al., 2002; Suarez et
al., 2014). Teniendo en cuenta que el callo favorece la heterogeneidad genética (Pérez,
2011), la cual es una caracteristica no deseada en la propagacion in vitro; los resultados de
este estudio representaron una ventaja respecto a tratamientos estudiados en otros trabajos
de investigacion, debido a la presencia de un alto nUmero de brotes y la ausencia de tejido
desorganizado o callo.
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4. Conclusiones

* A diferencia de otros estudios realizados para el género Hylocereus, en este trabajo se
evaluaron combinaciones de reguladores de crecimiento a diferentes concentraciones; para
los cuales se obtuvieron diferencias significativas, en consecuencia este tipo de evaluacion
debe aplicarse a futuras investigaciones.

* La citoquinina 6-Bencilaminopurina (BAP) a bajas concentraciones, parece ser eficaz en
la produccion y crecimiento de brotes via organogénesis directa en Hylocereus
megalanthus. Sin embargo, de acuerdo con estudios realizados en otras especies del
género; es probable que concentraciones mas altas mejoren este efecto.

* Los resultados de este estudio sugieren que la Kin y el AIA promueven la produccion en
numero de raices. No obstante es necesario profundizar en el estudio de la produccion
radicular in vitro de Hylocereus megalanthus, debido a que ha sido poco estudiado.

* El hecho de que no se presentaran callos para ningun tratamiento probado en este
estudio, los hace pertinentes para el cultivo in vitro de pitahaya; debido a que asi se
disminuye la variabilidad genética.
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