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Multiplicacion de Selenicereus megalanthus (pitahaya amarilla) e Hylocereus
polyrhizus (pitahaya roja) via organogénesis somatica
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Resumen

Pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus) y roja (Hylocereus polyrhizus) se multiplicaron via organogé-
nesis somatica, a partir de hojas cotiledonares y fragmentos de cladodio provenientes de plantulas con 20
dias de desarrollo, en medio Murashige & Skoog (MS) suplementado con auxinas (ANA) y citocininas (Ki-
netina y BAP). En el medio de cultivo M3 (BAP + Kinetina 2 mg/1) se obtuvieron entre cuatro y nueve bro-
tes enraizados de 4 cm de longitud, en un periodo de 30 dias. En pitahaya roja se desarrollé6 mayor nu-
mero de brotes. En todos los medios estudiados se observo formacion de callo, siendo mas alto el niimero
en el medio con altas concentraciones de ANA. Las vitroplantas en fase de climatizacion alcanzaron 100%
de sobrevivencia y presentaron respuestas diferenciales al sustrato empleado.

Palabras clave: hojas cotiledonares, cladodios, pitahaya amarilla, pitahaya roja.

Abstract

Multiplication of both yellow and red pitahaya through somatic organogenesis were made from cotyledon
leaves and fragments of cladodes from seedlings 20 days of development exposed to Murashige & Skoog
(MS), supplemented with auxins (NAA) and cytokinins (Kinetina and BAP). In the M3 medium (BAP + Ki-
netin 2 mg/1) from four to 11 rooted shoots were obtained, with 4 cm, within a period of 30 days. Devel-
opment of a higher number of buds was observed in red dragon fruit. Callus formation was observed in all
media, with most in the media with high concentrations of ANA. Vitroplants under acclimation phase
reached the 100% survival and showed differential responses to the substrate used.

Key words: cotyledon leaves, cladodes, yellow pitahaya, red dragon fruit.

Introduccion
La pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus) es una especie de la familia Cactaceae, recono-
cida a nivel mundial por su uso alimenticio. Tradicionalmente la parte comestible ha sido el
fruto, aunque también se consumen las flores como legumbre, los brotes como hortaliza fresca
(Cervantes y Gallegos, 2001; Calix de Dios, 2004) y las semillas como probiético (Wichienchot et
al., 2010).



La creciente penetracion de la pitahaya en el mercado internacional exige un mayor es-
fuerzo en la investigacion que conduzca a mejorar la eficiencia del proceso de propagacion, y a
la obtencién masiva y homogénea de material élite con tolerancia a agentes patégenos; asi como
al establecimiento de protocolos confiables como base para programas de transformacion de
plantas por ingenieria genética a partir de genotipos seleccionados.

La investigacion en cultivo in vitro ha sido descrita para diferentes cactaceas (Pérez-
Molphe-Balch et al., 1998; Malda et al., 1999; Bhau 1999; Giusti et al., 2002; Mohamed-
Yasseen, 2002; Pérez-Molphe-Balch y Davila-Figueroa, 2002; Rubluo et al., 2002; Medeiros et
al., 2006; Ferreira Gomes et al., 2006; Angulo-Bejarano y Paredes-Lopez, 2011), incluyendo la
pitahaya roja (Hylocereus polyrhizus). No obstante para S. megalanthus se registran solamente
los trabajos de Infante (1992) y Pelah et al. (2002) orientados a la diferenciacion de callos y mas
recientemente, el de Caetano Nunes et al. (2014 -n.p.). Estos autores desarrollaron un protoco-
lo de regeneracion in vitro via organogénesis indirecta en pitahaya amarilla, a partir de meris-
temos axilares (aréolas), donde el TDZ (Thidiazuron) a una concentracién de 300 pM mostré
mayor eficiencia en la induccién de callos compactos, y el mas elevado nimero de brotes for-
mados por punto de regeneracién.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial organogénico de hojas co-
tiledonares y fragmentos de cladodio de pitahaya amarilla, en medios de cultivo MS suplemen-

tados con auxinas y citocininas, en comparacion con Hylocereus polyrhizus.

Materiales y métodos

Establecimiento. Para el estudio, se recolectaron semillas de frutos en grado de maduracién 5
- 6 de cultivos certificados o en proceso de certificacion en el norte del Valle del Cauca (Colom-
bia), las cuales se colocaron en germinadores en cajas Petri de acrilico sobre papel absorbente
Whatman grado 181 humedecido (Rao et al., 2007), previa aplicacién de tratamiento de desin-
feccion consistente en inmersiéon durante 10 min en sustancias tensoactivas y desinfectantes:
Tween 20 (monolaurato de polioxietileno sorbitan), alcohol etilico al 70% e hipoclorito de sodio
comercial al 6%, seguido de tres enjuagues con abundante agua destilada después de cada
inmersion.

Como explantes, de plantulas con 20 dias de desarrollo, se tomaron segmentos de hojas
cotiledonares y de tallo o cladodio (Figura la-b) de 1 cm de longitud (Estrada-Luna et al., 2008).
Previo a la siembra se realiz6 la desinfeccion de los explantes, la cual consistié en la inmersion
en una solucion con detergente concentrado (Tween 20), seguido de alcohol a 70% e hipoclorito
de sodio al 3% durante 10 min, y enjuagues con abundante agua estéril.

Los explantes se sembraron en camara de flujo laminar, en recipientes con 10 ml de

medio de cultivo MS al 100% (Murashige & Skoog, 1962; citados por Roca y Mroginski, 1993)



suplementado con carbohidratos (sacarosa 30 g/1t y M-Inositol 800 mg/lt) y solidificado con
agar (gelrite 2 g/1t), a pH de 5.8 y esterilizado en autoclave por 20 min a 121.5 °C y 15 libras de
presion (Roca y Mroginski, 1993). Sobre este medio se adicionaron hormonas tipo auxinas
(acido Naftalenacético ANA) y citocininas (Benciladenina BA, Bencilaminopurina BAP y Kineti-
na) (Tabla 1). La incubacién se realizo por 30 - 60 dias en un area climatizada con una tempe-
ratura de 27 °C, 2000 lux y un fotoperiodo de 16 h luzy 8 h oscuridad (16/8).

Como variables de respuesta en el establecimiento in vitro se evaluaron el nimero y la
longitud de brotes, la presencia/ausencia de callo, el color y la consistencia del callo (friable o
no friable) y la presencia/ausencia de raices. La evaluacién se hizo por analisis de varianza
para un disefio experimental completamente aleatorizado con 10 repeticiones por tratamiento,
en un arreglo factorial con tres factores controlados: especie con dos niveles (amarilla y roja);
tipo de explante con dos niveles (hoja cotiledonar y segmento de cladodio) y medios de cultivo
con cinco niveles. Para la descripcion de los brotes se consider6 la posicién del nuevo brote, es
decir, en el apice (apical), debajo del apice (sub-apical), lateralmente (lateral) o desprendido de
la base del fragmento de cladodio (basal).

Multiplicacion. En esta fase se emplearon como explantes segmentos de cladodio apical, in-
termedio y basal (Figura 1c) provenientes de vitroplantas con 30 dias de desarrollo, siguiendo el
mismo procedimiento para la siembra e incubacion descrito en la fase de establecimiento. Para
evaluar los resultados se realizé un analisis de varianza para un diseho completamente aleato-
rizado con diez repeticiones por tratamiento, en un arreglo factorial con tres factores controla-
dos: especie con dos niveles (amarilla y roja); tipo de explante (apical, intermedio y basal) y cin-
co medios de cultivo. Como variables de respuesta se consideraron aquellas evaluadas en la
fase de establecimiento.

Climatizacién. El porcentaje de sobrevivencia y otros aspectos asociados al crecimiento fueron
evaluados durante dos meses sobre vitroplantas de pitahaya de 60 dias, enraizadas y con al
menos un brote. Estas fueron sembradas sobre cuatro tipos de sustrato dispuestos en reci-
pientes plasticos con una capacidad de 355 cc. El ensayo se estableci6 en invernadero a 1450
msnm, temperatura promedio, de 23 - 24°C e intensidad luminica de 2200 lux. Las vitroplan-
tas en cada sustrato fueron expuestas a dos microambientes, uno con una atmésfera saturada
de humedad en compartimentos de 44 cm de ancho x 46 cm de largo x 44 cm de profundidad
cerrados con plastico calibre 4 mm, y el otro con la humedad relativa del invernadero, aplican-
do un riego semanal.

Durante los primeros ocho dias después del trasplante directo, todas las plantulas per-
manecieron cubiertas con un recipiente plastico de igual capacidad volumétrica y perforado
para permitir el intercambio de gases. A partir del dia nueve, las plantulas se expusieron al
ambiente durante una hora diaria hasta llegar al dia 16, cuando se retiré definitivamente el

recipiente que las cubria (Villalobos et al., 1993).



Para explicar los resultados se realiz6 un analisis de varianza para un disefio completa-
mente aleatorizado con cinco repeticiones por tratamiento, en un arreglo factorial con tres fac-
tores controlados: tamafio de planta (> 4 cm, < 4 cm), microambiente (71% y 100% de humedad
relativa), sustrato (suelo, arena, vermiculita, suelo: arena: turba, 1:1:1).

Como variables de respuesta fueron evaluados el porcentaje de aumento en peso de la
plantula, el namero de brotes por cada explante (con transformaciéon vx + 0.5 ), el porcentaje de

aumento en la longitud del brote mas largo y longitud de la raiz.

Resultados y discusion

Establecimiento

En esta etapa se presentaron diferencias (a = 5%) asociadas con el medio de cultivo y el tipo de
explante (hoja cotiledonar y segmento de cladodio). En el medio de cultivo M3 suplementado
con citocininas (BAP y Kinetina 2mg/L) y en los medios M1 y M5, los cuales contenian bajas
cantidades de auxina (ANA) y citocinina (BA), se alcanzaron los mas altos valores promedio en
el namero de brotes (5 — 9). En las vitroplantas provenientes de hojas cotiledonares se produje-
ron un maximo de cuatro brotes/hoja (Figura 1d), mientras que a partir de segmentos de cla-
dodio este numero varié entre tres y nueve brotes. En ambos tipos de explantes se observo
enraizamiento en los medios M1, M2, M3 y M5; en el medio M4, suplementado con ANA, las
raices fueron escasas y anormalmente engrosadas. La fase de establecimiento se completé 30

dias después de la siembra.

Multiplicacién y climatizacion

La proliferacién de brotes de pitahaya en cultivo in vitro es estimulada por la interaccién de
auxinas como el acido Naftalenacético (ANA) y el Acido Indol Butirico (IBA) y citocininas como
Bencilaminopurina (BAP), Benciladenina (BA), 6-Dimetilalylaminopurina (2ip), Thidiazuron
(TDZ) o Kinetina, tanto en pitahaya roja (Chen et al., 2003; Huang, 2002; Mohamed-Yasseen,
2002) como en pitahaya amarilla (Pelah et al., 2002). En este ensayo se corrobora la accién de
las citocininas en la brotacién y enraizamiento.

El analisis de varianza para numero de brotes permiti6é establecer que se presentaron di-
ferencias (a = 5%) (Cuadro 1) debidas a la especie, al medio de cultivo, al tipo de explante y las
interacciones entre la especie y el tipo de explante y entre el medio de cultivo y el tipo de ex-
plante. Por la prueba de comparacién de medias LSD se presentaron, en promedio, 3.2 brotes
en pitahaya roja y 3.0 brotes en pitahaya amarilla. El mayor numero de brotes (6.6) se presen-
t6 en el medio de cultivo M3, mientras que el menor ocurrié en el M2 (1.4). En los medios M1,

M4 y MS se observaron entre 2.3 y 2.7 brotes/explante.



A partir de los explantes apical e intermedio se formaron 3.6 y 3.2 brotes con relacion al
explante basal, donde sé6lo se formaron, en promedio, 2.5 brotes. Asi mismo, la interaccion de
este factor (tipo de explante) con la especie indica que en pitahaya amarilla los explantes apica-
les producen 3.8 brotes, en promedio, y en pitahaya roja, con explantes apicales e intermedios
se forman 3.6 y 3.5 nuevos brotes, respectivamente (Figura 2a).

En relacion con la interaccion medio de cultivo x tipo de explante, en el Medio M3 se
produjeron 5.1, 5.6 y 9.1 brotes a partir de los explantes basal, intermedio y apical, respecti-
vamente. En el medio M2 se produjo el menor numero de brotes con explantes apicales (1.1) y
basales (1.3) (Figura 2a).

Para la multiplicacién in vitro de cactus se han utilizado diferentes explantes (Drew,
2002; Ordoiiez, 2003) y medios de cultivo, siendo el medio basal de Murashige & Skoog (1962)
citado por Roca y Mroginski, 1993) recomendado como el mas adecuado, al suplementarlo con
reguladores de crecimiento, especialmente con bajos niveles de auxina en combinacién con ni-
veles moderados a elevados de citocinina para la proliferacién axilar (Ordofiez, 2003). Esto
coincide con los resultados de este trabajo, ya que los medios M1, M3 y M5 se caracterizan por
presentar concentraciones moderadas de auxina (ANA) y citocininas (BA, Kinetina).

Con respecto a la ubicaciéon de los nuevos brotes, proliferaron los laterales y sub-
laterales formados a partir de explantes intermedios, con especial predominio en los medios
M1, M4 y M5 (Figura 2b). En el medio M3 se obtuvo el mayor niimero de brotes laterales a par-
tir de explantes basales (Figura 3a). Para Mohamed-Yasseen (2002) la mayor proliferacion de
brotes en pitahaya roja se alcanza con explantes no-apicales de la parte distal. En el presente
trabajo, a partir de explantes apicales e intermedios se formaron brotes tanto apicales,
subapicales, como basales y laterales (Figura 3b-d). Seguan Litz y Jarret (1993), el potencial
organo-genético de un explante es inversamente proporcional a su edad fisiologica. A partir de
secciones de tallo cercanas a los apices caulinares se puede producir mayor cantidad de meris-
temoides que a partir de la porcion baja del tallo.

Para la variable longitud del brote se encontraron diferencias significativas debido a la
especie, al medio de cultivo, al tipo de explante y a las interacciones especie x tipo de explante y
especie x medio de cultivo x tipo de explante. En relacion con el tipo de explante, la prueba
LSD indica que los segmentos intermedios produjeron brotes mas largos (4.5 cm), seguido de
los apicales (3.75 cm) (Figura 4a); en los basales se alcanzé una longitud de 3.08 cm.

En pitahaya roja los nuevos brotes alcanzaron mayor longitud promedio (4.58 cm)
mientras que en pitahaya amarilla fue de aproximadamente 3 cm. En los medios de cultivo M5
y M3 se presentaron longitudes promedio, de 4.6 y 4.0 cm respectivamente; los medios M1 y
M2 conformaron un grupo homogéneo segun la prueba LSD con valores entre 3.4 y 3.6; en el

medio M4 los brotes alcanzaron una longitud de 3.1 cm (Figura 4b).



La interaccion especie x tipo de explante indica que en la pitahaya roja los brotes inter-
medios tuvieron una longitud de 5.5 cm, los apicales 4.2 cm y los basales 4.0 cm. En la pi-
tahaya amarilla lo brotes originados de segmentos intermedios presentaron una longitud pro-
medio de 3.5 cm.

Con relacion a la interacciéon medio de cultivo x tipo de explante, la prueba de compara-
cion de medias LSD mostré cinco grupos homogéneos. En el primero, formado por el medio
M5, los brotes de explantes apicales alcanzaron longitudes de 5.6 cm. En el segundo, confor-
mado por los medios M5, M4 y M3, la longitud fue 4.7 cm para brotes provenientes de explan-
tes intermedios. En el tercero, se ubicaron los medios M2, M1 y M3 con valores entre 3.8 y 4.2
cm para brotes de explantes intermedios y basales, respectivamente. Los medios M3, M1, M2 y
MS conformaron el cuarto grupo, con longitudes, promedio, de 3.3 a 3.5 cm en explantes apica-
les y basales. En el quinto grupo se encontraron los medios M2 y M4 con longitudes de 2.1 a
2.7 para brotes provenientes de explantes basales y apicales.

De este analisis se puede establecer que los medios de cultivo empleados en el ensayo,
tanto en la fase de establecimiento como en la de multiplicacion, exceptuando el medio M4 (MS
suplementado solo con ANA), ofrecieron al explante una combinaciéon apropiada de hormonas
que permitieron tanto la estimulaciéon de la organogénesis, mediante la cual se formaron nue-
vos cladodios con una morfologia normal (Figura 5), como la proliferacion de raices que contri-
buy6 a la climatizacién del 100% de las vitroplantas de pitahaya amarilla y pitahaya roja en el
medio arena: suelo : turba (Cuadro 2). Se debe resaltar que en los trabajos de Huang (2002),
Drew et al. (2002), Pelah et al. (2002) y Zhao et al. (2005) el enraizamiento se logré en una fase
adicional, empleando como agente enraizador el Acido Indolbutirico IBA (auxina), lo cual incre-

menta costos y tiempo en la obtencion de las vitroplantas.

Formacion de callos
En el 10% de las plantulas obtenidas a partir de la germinaciéon de semilla sexual en condicio-
nes in vitro (Figura 5c) asi como en los cladodios del medio de cultivo M4, se present6 prolifera-
cion de callos lo que coincide con los resultados de Infante (1992) y Pelah et al. (2002). En las
plantulas provenientes de semilla sexual el callo se form6 principalmente en el area radicular,
mientras que en las vitroplantas su desarrollo ocurrié tanto a nivel basal del explante como en
la mayoria de los puntos vegetativos de los cladodios (aréolas) (Figura 5d); su tamano vari6 en-
tre 0.2 cm y 5.5 cm (Cuadro 3). Segun Margara (1988) la formacién de callo dificulta el creci-
miento de vastagos y raices, hecho que se observé en este ensayo, especialmente en el medio
M4, donde las raices fueron escasas y engrosadas. La formacion de callo también puede gene-
rar menor estabilidad genética (Krikorian, 1997).

El analisis de varianza para la variable presencia de callos indic6 diferencias estadisti-

camente significativas debidas a la especie y al medio de cultivo, con mayor presencia de callo



en la pitahaya amarilla y en los medios M4, M1 y M5. Por su consistencia, los callos de pitaha-
ya se categorizaron como friables y compactos; los primeros con dos caracteristicas, blancos y
oxidados, mientras los compactos aparecen con o sin pigmentaciéon clorofilica (Figura Se). Se-
gun Marulanda et al. (2010) los callos que presentan zonas con desarrollo de clorofila forman
embriones a partir de las estructuras verdes en varias especies de Bamboo, por lo cual se con-
sidera que pueden constituir un potencial importante para la evaluar embriogénesis somatica
en pitahaya. Por su parte, los callos oxidados ofrecen un punto de partida importante para la
investigacion en el empleo de Intermediarios de Oxigeno Reactivo (ROS), causantes de la oxida-
cién y fenolizacién en el cultivo in vitro, como indicadores del estrés celular y como moléculas
senalizadoras de diferentes vias y procesos metabdélicos como: germinacién, mitosis, elongacion
celular, senescencia, muerte celular, lignificacion de tejidos, formacién de elementos cribosos
del floema y xilema, regulacion de la expresion génica asociada a estrés biético y abibtico y sis-
tema de defensa contra patéogenos. Estas sustancias se han registrado asociadas con el incre-
mento en la produccién de embriones somaticos en explantes de coniferas de Vitis sp. y Pau-
lownia sp. (Azofeifa, 2009).

Se debe senalar que el subcultivo de callos de pitahaya obtenidos en el medio M4 en
otro medio enriquecido con 2,4-D y Kinetina no gener6 diferenciacién (datos no presentados).
Segun Puri y Verma (1996) las altas concentraciones de auxina pueden inhibir la diferenciacion
de los callos. No obstante, se observoé embriogénesis somatica a partir de un callo obtenido de
una semilla germinada en condiciones in vitro, cuando se cultivé en el medio M3 (Figura 5f), y
aunque no era el objetivo del trabajo, se espera ensaryarlo en el futuro, dada su viabilidad en la
especie.

La embriogénesis somatica ofrece varias oportunidades en cultivares de importancia
econdémica como la produccion de semilla artificial, fuente de variacién somaclonal y un siste-
ma unicelular para induccién de mutaciones y selecciéon (Perea, 2003). Su formacién esta aso-
ciada con la presencia de auxinas exogenas, la fuente de nitrégeno y otras sustancias como la
sacarosa (Villalobos y Thorpe, 1993). Los resultados de este trabajo pueden ser utilizados como

base para estos fines.

Conclusiones

e La fase de establecimiento de pitahayas amarilla y roja en condiciones in vitro se alcanzo
empleando como explantes hojas cotiledonares y fragmentos de cladodio provenientes de
plantulas obtenidas a partir de la germinacion de semilla sexual con una edad promedio
de 20 dias, los cuales se cultivaron en un medio MS suplementado con BAP 2 mg/L y
Kinetina 2 mg/L. El desarrollo de nuevas plantulas enraizadas ocurri6 por la via orga-

nogénesis somatica, en un término de 30 dias.



e La multiplicacién a partir de segmentos apicales e intermedios produjo en un término de
30 dias, en promedio, 5 a 9 brotes, en los medios de cultivo M3, M1 y M5.

e En los medios de cultivo M3 (MS al 100% adicionado con BA 2 mg/L y Kinetina 2 mg/L)
y M5 (BA 0.1 mg/L + ANA 3 mg/l) a partir del explante apical, los brotes desarrollaron
una longitud promedio de 4.6 cm en pitahaya roja y 3.0 cm en pitahaya amarilla.

e En el medio M4 suplementado con ANA (4.0 uM) se present6 el mayor porcentaje de ca-
llos (98%), los cuales se describen por sus caracteristicas externas, especialmente la
consistencia y el color como friables, compactos, blancos y clorofilicos. Los callos se
desarrollaron en la base del explante y en la mayoria de los puntos vegetativos de los
cladodios (aredlas) a partir de explantes basales de filocladodio. En los demas medios,
especialmente en los medios M1 y M5, también se formaron callos, pero en menor pro-
porcion (20%).

e A diferencia de los hallazgos en otras investigaciones, en este ensayo se logré el estable-
cimiento, la multiplicacion y el enraizamiento con el mismo medio de cultivo, lo cual
disminuye tiempo, costos y riesgo por pérdida de material.

e En la etapa de climatizacion de vitroplantas con una edad promedio de 60 dias, se ob-
servaron diferencias en el peso de las plantulas, el numero y la longitud de los brotes
emitidos y en la longitud de las raices, segin el sustrato evaluado. Los ambientes con
una humedad relativa de 100% favorecieron el incremento en peso y la brotaciéon. En
los sustratos arena, suelo y mezcla (arena: suelo: turba -v/v) las plantulas alcanzaron
mayor brotacion; las raices mas largas se desarrollaron en arena y en vermiculita. En

todos los sustratos la sobrevivencia fue de 100%.
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Figura 1. Tipos de explantes empleados en el establecimiento
de vitroplantas de pitahaya. a. Plantulas. b. Hojas
cotiledonares y fragmentos de cladodio. e¢. Frag-
mentacién de cladodio para la obtencion de explan-
tes en fase de multiplicacion (segmentos apical,
superior, segmento intermedio y segmento basal,
inferior). d. Vitroplantas de pitahaya amarilla en la
fase de establecimiento, formacién de raices y bro-
tes a partir de hoja cotiledonar.
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Figura 2. a. Numero de brotes desarrollados a partir de segmentos apicales (1), intermedios (2) y
basales (3) de cladodios de pitahaya amarilla y roja evaluados en cinco medios de cultivo.

b. Numero de brotes laterales obtenidos a partir de explantes apicales (apic), intermedios

(inter) y basales (basa) en la multiplicacion de pitahaya amarilla.

Figura 3. a. Formaciéon de multiples brotes a partir de fragmento basal de
cladodio de pitahaya amarilla en fase de multiplicacién, note-
se un brote apical, dos laterales y dos subapicales. b. Forma-
cion de brotes basal y lateral a partir de fragmento apical de
cladodio de pitahaya amarilla. c¢. Brote subapical en explante
intermedio. d. Brote lateral en explante intermedio.
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Figura 4. a. Efecto del tipo de explante (1.Apical, 2. Intermedio, 3. Basal) sobre la longitud de nuevos brotes en segmen-

tos de cladodio de pitahaya amarilla (Especie 1) y roja (Especie 2) en fase de multiplicacién. b. Longitud de

los brotes de segmentos de cladodio de pitahaya amarilla (especie 1) y roja (especie 2) en fase de multiplica-

cién en cinco medios de cultivo.

Figura 5. Vitroplantas obtenidas a partir de segmentos de cladodio. Nétense rasgos
morfolégicos externos normales. a. Pitahaya roja, b. Pitahaya amarilla. c. Ca-
llo formado en la zona radicular de plantula de pitahaya amarilla obtenida de
la germinacién in vitro de semilla sexual. d. Vitroplantulas obtenidas en el
medio de multiplicacién M4 formando callos en la base del explante y en los
puntos vegetativos de los cladodios. e. Callos de consistencia friable oxidados
obtenidos en la fase multiplicaciéon de pitahaya amarilla en el medio M4. f.
Embriones somaticos de pitahaya amarilla en fase globular, formados de callo
desarrollado en plantulas germinadas en condiciones in vitro a partir de semi-

lla sexual.
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Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo en el establecimiento y multiplicacion de explan-
tes de pitahaya amarilla y roja.

Medio de Cultivo Hormonas adiciona- Autor
das

M1 BA 3 mg/L Chen et al., 2003
ANA 0.1 mg/L

M2 BA 5 mg/L Huang, 2002
ANA 0.05 mg/L

M3 Kinetina 2 mg/L
BAP 2 mg/L

M4 ANA 4.0 uM Infante

M5 BA 0.1 mg/L Chen et al.,, 2003
ANA 3 mg/L (adaptado)

Cuadro 1. ANOVA para la variable transformada ntimero de brotes emitidos por segmentos de cladodios de

pitahayas amarilla y roja en fase de multiplicacion.

Fuente Gl. SC CM F P Significancia
Especie 1 0.649 0.6494 4.51 0.0345 *
Medio de cultivo 4 52.629 13.1573 91.45 0.0000 *
Tipo de explante 2 2.329 1.1647 8.10 0.0004 *
Especie x medio de cultivo 4 0.816 0.2041 1.42 0.2280 ns
Especie x tipo de explante 2 0.910 0.4548 3.16 0.0440 *
Medio x tipo de explante 8 8.877 1.1096 7.71 0.0000 *
Especie x medio x tipo explante 8 0.725 0.0906 0.63 0.7526 ns
Error 270 38.847 0.1439 — — —
Total 299 105.782 — — — —

cv 20.91

* Significativo al 0.95%, ns= no significativo.
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Cuadro 2. ANOVA para un disefio completamente aleatorizado con cinco observaciones por tratamiento, en
un arreglo factorial con tres factores controlados, para la variable longitud de raiz de vitroplantas

de pitahaya amarilla en fase de climatizacion.

Fuente de Variaciéon Gl. SC CM F P Significancia
Tamano 1 173.76 173.75 17.15 0.0001 *
Ambiente 1 14.71 14.70 1.45 0.2327 ns
Sustrato 3 147.82 49.27 4.86 0.0041 *
Tamano x ambiente 1 25.43 25.42 2.51 0.1181 ns
Tamano x sustrato 3 31.39 10.46 1.03 0.3842 ns
Ambiente x sustrato 3 117.40 39.13 3.86 0.0133 *
Tamano x ambiente x sustrato 3 113.69 37.89 3.74 0.0153 *
Error 64 648.43 10.13 — — —
Total 79 1272.61 — — — —

* Significativo a 0.95%, ns = no significativo. CV=17.69.

Cuadro 3. ANOVA para la variable presencia de callo en vitroplantas de pitahaya amarilla y roja formados a

partir de la fase de multiplicacién.

Fuente de Variaciéon Gl. SC CM F P Significancia
Especie 1 0.65 0.65 4.08 0.0442 *
Medio de cultivo 4 25.58 6.39 39.98 0.0000 *
Tipo de explante 2 0.14 0.07 0.44 0.6460 ns
Error 292 46.70 0.159 — — —
Total 299 73.08 — — — —

* Significativo a 0,95%, ns= no significativo.
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