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RESUMEN

Se evaluaron métodos de propagacion (semilla sexual, estacas de tallo y
explantes) en Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus registrando para
la semilla, porcentaje de humedad, de germinacién y de viabilidad. La brotacion y
enraizamiento de las estacas se evalué durante seis meses en condiciones de
campo en los municipios de Roldanillo (Valle del Cauca) y La Tebaida (Quindio), y
de invernadero (Armenia Quindio), determinando el efecto del tamafio (50 y 100
cm de longitud), la presencia/ausencia del &pice y la exposicion de 20 cm del haz
vascular en la parte basal de la misma. En la multiplicacion in vitro se emplearon
hojas cotiledonares y segmentos de cladodio en medio Murashige & Skoog MS al
100% suplementado con auxinas y citocininas. Se evaluo la aplicacion de estos
métodos en la respuesta al dafio por hongo, aplicando sobre cladodios de
vitroplantas, frutos en estado de maduracion dos y, cladodios de estacas
enraizadas en condiciones de invernadero, micelio directo y dilucion de esporas (1
X 10 ® unidades formadoras de colonias) de Fusarium spp, aislados de lesiones
asociadas a la pudricién basal del fruto y la pudricion del tallo, como punto de
partida para categorizar por su susceptibilidad, materiales del banco de
germoplasma de la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira. Los
resultados indican que el tiempo de germinacion de la semilla sexual es de dos a
nueve dias para pitahaya amarilla y cuatro a siete para la especie roja. Se
describen patrones de viabilidad y caracteristicas morfoanatbmicas de la especie.
En estacas de 100 cm con haces vasculares expuestos, los brotes tuvieron mayor
longitud; en pitahaya roja fue mayor el nimero de brotes por estaca. En el medio
de cultivo M3 (BAP + Kinetina 2 mg/L) se obtuvieron entre cuatro y 11 brotes de
cuatro cm de longitud en un periodo de 30 dias a partir de explantes de cladodio
con segmentos apicales e intermedios. Se observé formacion de callo en todos los
medios, con mayor cantidad en el medio con altas concentraciones de ANA.
Frente a la inoculacion con diluciones del complejo asociado a Fusarium spp.,
Hylocereus polyrhizus no presentd sintomatologia; en las accesiones de Boyaca y
Roldanillo se evidencié menor susceptibilidad con respecto a las accesiones de
Bolivar.

Palabras clave: Selenicereus megalanthus, Hylocereus polyrhizus, cladodios,
vitroplantas, estacas, ensayo fitopatolégico, Fusarium spp.



ABSTRACT

Propagation methods were assessed (sexual seed, stem cuttings and explants) in
Selenicereus megalanthus and Hylocereus polyrhizus registering for the seed
moisture content, germination and viability. Shooting and rooting of cuttings were
evaluated for six months under field conditions in the municipalities of Roldanillo
(Valle del Cauca) and the Tebaida (Quindio) and greenhouse (Armenia Quindio),
determining the effect size (50 and 100 cm long), presence/absence of the apex
and the exposure of 20 cm of the vascular bundle in the basal part of it. In vitro
multiplication were used cladode segments and cotyledonary leaves on Murashige
& Skoog 100%% MS supplemented with auxins and cytokinins. We evaluated the
application of these methods in response to damage from fungus inoculation on
vitroplants cladodes, fruits ripening stage in two and cladodes of rooted cuttings
under greenhouse conditions, direct and dilution of mycelium spores (1 x 10° CFU)
of Fusarium spp., isolated from lesions associated with basal rot of the fruit and
stem rot, as a starting point to categorize by its susceptibility, gene bank materials
from the National University of Colombia in Palmira. The results indicate than the
time of sexual seed germination is two to nine days to yellow dragon fruit and four
to seven for the red species. We describe patterns and characteristics
morphoanatomics viability of the species. Cuttings of 100 cm with vascular risk,
outbreaks had greater length, in red dragon fruit was higher number of shoots per
cutting. At the M3 medium (BAP + Kinetin 2 mg/L) were obtained from four to 11
outbreaks with four cm length in a period of 30 days, from cladodes explants apical
and intermediates. Callus formation was observed in all media, with most in the
media with high concentrations of ANA. Front inoculation with dilutions of complex
associated of Fusarium spp., H. polyrhizus no symptoms, in the accessions of
Boyaca and Roldanillo evidenced lower susceptibility with respect to accessions of

Bolivar.

Key words: Selenicereus megalanthus, Hylocereus polyrhizus, cladode, plantlets,
cuttings, phytopathological test, Fusarium spp.



INTRODUCCION

La variabilidad genética es la base del fitomejoramiento, y para el caso colombiano
la posiciona en un lugar privilegiado; de ella depende el éxito de cualquier
programa que tenga por finalidad ofrecerle al productor variedades mejoradas que

les permitan ser mas competitivos.

Entre esta diversidad, los frutales constituyen una alternativa para la insercion de
las economias campesinas de los paises andinos a los mercados nacionales e
internacionales, ya que sus productos representan entre el 30 y 40 % de las
exportaciones actuales del pais y un rubro muy importante en el producto interno
bruto nacional (CCI, 1998; Hernandez, 2008).

Frente a esta oportunidad, hoy dia en el pais se cuenta con 433 especies de
frutales comestibles identificadas, que constituyen una de las mayores riquezas y
que son a la vez un patrimonio de la humanidad. La diversidad genética de
algunas de estas especies se encuentran actualmente en 13 bancos de
germoplasma de los cuales cacao tiene 350 accesiones, aguacate 329, citricos
281, musaceas 176, tropicales 124, pifia 78, guandbana 73, mango 62, guayaba
42, pitahaya 292 y vid siete, para un total de 1796 accesiones que ocupan un area

de 14,7 hectareas en campo (Toro, 2009; Caetano, 2010).

En este grupo, la especie Selenicereus megalanthus, pitahaya amarilla,
denominada frutal exoético, constituye un producto clave para el sector
hortofruticola, con una demanda importante principalmente por su sabor,

apariencia, calidad y propiedades nutracéuticas; y con un interesante potencial de
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mercado tanto a nivel nacional como internacional (Instituto Colombiano
Agropecuario ICA, 2001).

Sin embargo, las perspectivas de mercado internacional exigen de investigacion
que conduzca a elevar la calidad de la fruta y sobre todo, a la oferta de genotipos
elite para siembra y manejo en la cadena productiva y para agregacion de valor

(transformacion) (Caetano, 2010).

PROBLEMA

En Colombia, hacia los afios 80-90, se present6é un gran auge en la produccion y
exportacion de pitahaya amarilla, con un area cultivada superior a las 1000
hectareas, principalmente en los departamentos del Valle del Cauca (296 ha),
Cundinamarca (235 ha) y Caldas (103 ha); pero la rapida transicion del cultivo
silvestre a la produccién comercial sin que se contara con un paquete tecnoldgico
adecuado (ya que no habia investigacion sobre este cultivo), dio lugar a grandes

problemas en el manejo del mismo (Instituto Colombiano Agropecuario ICA, 2001).

Entre estos problemas sobresalen de una parte, los aspectos fitosanitarios
asociados con el establecimiento comercial del cultivo a partir de métodos de
propagacion asexual, tales como estacas, que aunque son faciles de realizar y
eficientes, presentan bajas tasas de propagacion, requieren grandes espacios (-
Estrada-Luna et al., 2008) y, conllevan a la contaminacién con esporas,
principalmente, de hongos y bacterias de los géneros Fusarium spp., Erwinia spp.
y Pseudomonas spp. (Araujo y Medina, 2008). El otro aspecto limitante esta
asociado a factores reproductivos como baja proporcion de frutos desarrollados
respecto al total de flores producidas por algunos genotipos y presencia de
enfermedades, los cuales condujeron a la disminucion de la productividad y de la

calidad de la fruta y, por tanto, a la pérdida de rentabilidad del negocio.
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Esta situacion llevé al cierre del mercado japonés y a la reduccidon paulatina del
area sembrada, la cual en 1996 habia descendido a 255 hectareas y en 2001 solo
se contaba con118 ha sembradas (Instituto Colombiano Agropecuario, ICA, 2001).

A partir de ese momento, se establecieron programas de investigacion orientados
a aportar conocimientos sobre el cultivo, cosecha y agroindustrializacion, pero a la
fecha, algunas de estas situaciones persisten y aproximadamente 400 productores
del pais distribuidos en los departamentos de Boyaca, Cundinamarca, Santander
y Valle del Cauca, no cuentan con materiales genéticos seleccionados ni con
practicas de manejo bien establecidas (Caetano, 2010), que les permitan obtener

rentabilidad en sus cultivos y por consiguiente, elevar su calidad de vida.

JUSTIFICACION

Después de la crisis generada por la exportacion de pitahaya contaminada con
mosca de la fruta, las investigaciones en esta especie se han focalizado
especialmente en Centro América, Asia e Israel, contemplando aspectos que van
desde la distribucion, morfologia, fisiologia, agronomia hasta la
agroindustrializacion, tratando de atender las necesidades basicas para el
mejoramiento y aprovechamiento de la especie; en este sentido, Gunasena et
al.,(2007) establecen como prioridades en investigacion los estudios de:
heredabilidad de caracteres agronomicos asociados al sabor y calidad del fruto,
biologia de la reproduccion (polinizacion, compatibilidad, otros), requerimientos
nutricionales para el establecimiento en diversas localidades y costos en los

sistemas de siembra, composicion de los frutos y comercializacion.

Es clara la urgencia en resolver los problemas de orden técnico que hoy afectan el
cultivo y generar el correspondiente soporte basico, asi como desarrollar una

produccion empresarial con niveles adecuados de calidad y rentabilidad para la
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pitahaya. De igual manera es importante trabajar activamente en el desarrollo de
los mercados existentes a través de esfuerzos conjuntos de promocién dirigidos al
consumidor, entre productores, exportadores y comercializadores y en el
desarrollo de un sello de origen o de una marca para la pitahaya colombiana,
férmula que, en los casos del mango y de la papaya, ha demostrado ser altamente

efectiva en los mercados europeos (Instituto Colombiano Agropecuario, ICA, 2001)

Se espera por tanto con esta investigacién, aportar informacion sobre métodos de
propagacion convencionales y por técnicas de cultivo in vitro, a partir de tejidos de
tallo, que contribuyan al manejo del banco de germoplasma, a mejorar la eficiencia
del proceso de propagacion y, a la obtencion masiva y homogénea de material
élite, con tolerancia a agentes patégenos cumpliendo asi con las disposiciones de
la Norma Técnica Colombiana (NTC-3554), asi mismo, a establecer protocolos
confiables como base para programas de transformacion de plantas por ingenieria

genética a partir de genotipos seleccionados.

28



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVOS GENERALES

Evaluar métodos de propagacion de materiales elite de Selenicereus megalanthus

(Haw.) Britt & Rose e Hylocereus polyrhizus (Haw.) Britt & Rose.

Explorar las aplicaciones de algunos métodos de propagacion en la evaluacion de

dafio causado por hongos en pitahaya amarilla y roja.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar métodos de propagaciéon sexual y asexual de pitahaya amarilla

y roja.

e Establecer protocolos para transferir informacion sobre los métodos de
propagacion en las condiciones de los productores de pitahaya amarilla.

e Evaluar el potencial de estacas, vitroplantas y frutos de pitahaya amarilla en
comparacion con pitahaya roja para determinar dafio por hongos asociado
a las enfermedades pudricién basal del fruto y pudricién de la estaca.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1GENERALIDADES DE PITAHAYA AMARILLA

2.1.1 Distribucion y Taxonomia. La pitahaya conocida a nivel mundial con
diversidad de nombres - “cierge rampant”, “cierge-lezard”, “belle de nuit”, “poire de
chardon” (Francia); “echte stachelbirn” o “distelbirn” (Alemania), “Cinderella plant”,
“night blooming cereus”, “red pitahaya”, “belle of the nigth”, “conderella plant”,
“queen of the nigth”, “crawling cacti” y “strawberry pear” (paises de habla inglesa);
“papini pua”, papani o ka” (Hawai); “dragon fruit” o “fruta dragén” (Japén); “thang
loy” o fruta dragén (en Vietham y Taiwan), “Zunlongguo” (China),” pitaya”, “fruta
roja del Edén” (Israel); “cardo ananas”, “cato barse” (Portugal); “cardeiro trepador”
o “cardo ananas” (Brasil); “junco”, “flor de caliz”, “pitajava”, “tasajo”, “reina de la
noche”, “Orijona” (Centro américa); “pitahaya roja/blanca/amarilla” (Colombia)
(Esquivel, 2004)- comprende varias especies de la familia Cactaceae, la cual esta
constituida por un numero de géneros muy variable (entre 30 y 2000), con
alrededor de 2000 especies exclusivas del continente americano, representadas
sobre todo en las zonas desérticas y semidesérticas de México, aunque se
conocen muchas especies naturalizadas desde Chile y Argentina hasta Canada

(Izco et al., 2002).

Las Cactaceas pertenecen al orden Cariophyllales, donde comparten con otras

familias sinapomorfismos que no ocurren en ningun otro orden de las

angiospermas, uno de los cuales es la presencia de betalainas, un tipo de

pigmentos nitrogenados derivados de la tirosina (Esquivel, 2004) los cuales son

atractivos para el sector agroindustrial; ademas, sus especies, se caracterizan por
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el uso eficiente del agua (cinco a diez veces mas que en cultivos convencionales),

en relacion con la ruta fotosintética MAC (Metabolismo Acido de las Crasulaceas).

Dentro de la familia existen alrededor de 35 especies que tienen potencial como
cultivo para la obtencion de frutos, hortaliza fresca o forraje (Mizrahi et al., 2004),
pertenecientes principalmente a los géneros Hylocereus, Selenicereus, Cereus,
Leptocereus, Escontria, Myrtilloactos, Stenocereus y Opuntia. El género
Hylocereus con 16 especies reconocidas, es el cactus trepador de mayor
distribucion a nivel mundial (Berd et al., 2002 citado por Legaria et al., 2005). Las
especies H. undatus, H. polyrhizus, H. costaricensis, H. triangularis y H. purpusii,
tradicionalmente conocidas como pitahaya roja, son cultivadas en Centro América
(México, Guatemala, Costa Rica, Nicaragua y Republica Dominicana
principalmente) e Israel (Esquivel, 2004), en tanto que la pitahaya amarilla
Selenicereus spp., con 20 especies (Tel-Zur et al., 2004), se encuentra distribuida
geograficamente en Bolivia, Pert, Ecuador, Colombia y Venezuela (Weiss et
al,1995; Britton & Rosen 1920; Anderson, 2001 y Mobot, 2009 citados por
Caetano, 2010).

El origen de Hylocereus se atribuye a las regiones boscosas del trépico y
subtropico de México, Centro y Sur América (Gunasena et al., 2007), aunque
Jorge y Ferro (1989) sefialan como probable origen a América del Sur, dado que
alli se encuentran los géneros mas primitivos, de donde fue dispersada al medio

oriente, Asia y Australia (Luders, 2001; Luna-Morales y Aguirre, 2001).

La pitahaya roja (Hylocereus spp., subfamilia Cactoidea, tribu Hylocereae) se ha
adaptado a climas tropicales, subtropicales y semiaridos de México,
Centroamérica, Suramérica y el Caribe (Legaria et al., 2005). ElI género
Hylocereus presenta gran polimorfismo, lo que implica encontrar amplia variacion
de tipos que probablemente corresponden a una misma especie. Se distribuye

geograficamente en forma amplia en sitios donde las condiciones ecoldgicas son
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limitantes, lo cual la coloca en serio peligro para su sobrevivencia por diversas

causas de origen natural y antrépico (Legaria et al., 2005).

A pesar de la amplia variabilidad morfoldgica, las especies de pitahaya tienen el
mismo numero cromosomico; al respecto, Lichtenzveig et al., (2000) reportaron el
namero de cromosomas y el comportamiento meiético en Hylocereus undatus,
Hylocereus polyrhizus y Selenicereus megalanthus, donde células madre del polen
en metafase | revelaron univalentes, bivalentes, trivalentes y ocasionalmente
cuadrivalentes. Grimaldo-Juarez et al., (2001) estudiaron el cariotipo en seis
genotipos de pitahaya del género Hylocereus y Caetano (2010) confirmaron los
ndameros cromosOmicos 2n = 2x = 22 y 2n = 2x = 44 para pitahaya roja y amarilla
respectivamente, considerando a Selenicerus megalanthus como un tetraploide

con x=11.

Tel-Zur et al., (2003, 2004, 2005) establecieron las relaciones genéticas entre los
géneros Hylocereus y Selenicereus, mostrando la cercania genética entre los dos
géneros. También evaluaron la fertilidad y potencial para mejoramiento de hibridos
triploides y aneuploides entre Hylocereus polyrhizus y Selenicereus megalanthus
encontrando que clones triploides y aneuploides produjeron semillas viables en
tanto que el nimero de semillas por fruto dependi6é del donante del polen. Estos
mismos autores mediante analisis RAPD demostraron la alopoliploidia mas que la

autopoliploidia con respecto al origen de estas especies.

Hoy existen varios materiales en diferentes paises, seleccionados cominmente a
partir de las especies de Hylocereus; también se han reportado y desarrollado
hibridos por cruzamiento entre Hylocereus spp. y Selenicereus spp. En el proceso
de mejoramiento se han  producido variedades auto-fértiles y altamente
productivas (Gunasena et al.,, 2007). Con respecto a la diversidad genética,
Legaria et al., (2005), para especimenes de México y Colombia, reportaron 92.5%

de polimorfismo usando la técnica de AFLP, mientras que la caracterizacion
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molecular con RAMs para 36 accesiones de pitahaya amarilla en Colombia,

mostraron poca variabilidad con predominio de haplotipos (Caetano 2010).

La fenologia reproductiva de pitahaya agria Stenocereus gummosus en el norte de
México y el desarrollo de procedimientos para almacenamiento de polen a largo
plazo de especies del género Hylocereus han sido reportados por Ledn de la Luz
et al.,, (1995) y Metz et al., (2000); por su parte, Castillo et al., (2004, 2005)
evaluaron la compatibilidad sexual en pitahaya roja. Bellec (2004) evalué la
polinizacién y fecundacion entre Hylocereus undatus e H. costaricensis y propuso
reglas técnicas para la polinizacion en especies de pitahaya. Mizrahi et al., (2004)
reportan efecto del polen sobre tejidos maternos en el enrojecimiento del fruto en
la especie Hylocereus undatus. Los estudios de Caetano (2010), confirmaron la

autogamia en Selenicereus megalanthus.

Aunque la informacién disponible indica que la taxonomia de la pitahaya es aun
confusa, Gunasena et al.,, (2007), ubica las especies de este estudio, en las

siguientes categorias:

Reino: Plantae Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta Subreino: Tracheobionta
Super division: Spermatophyta Super division: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophylales Orden: Caryophylales

Familia: Cactaceae Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae Subfamilia: Cactoideae

Tribu: Hylocereae Tribu: Hylocereae

Geénero: Selenicereus Género: Hylocereus

Especie: Selenicereus megalantus (Haw.) Especie: Hylocereus polyrhizus (Haw.) Britt &
Britt & Rose Rose

Nombre comun: Pitahaya Amarilla Nombre comun: Pitahaya Roja

33



2.1.2 Morfologia. La pitahaya como especie xerofitica (CCl, 1998) -adaptada a
ambientes secos y aridos- ha desarrollado mecanismos encaminados a favorecer
la captacion de agua (aparatos radicales muy grandes, con gran desarrollo
horizontal), evitar su pérdida por transpiracion (6rganos aéreos con reducidas o
gruesas cuticulas; bajo numero de estomas por unidad de superficie, entre otras) o
favorecer su acumulacién gracias al desarrollo del parénquima acuifero, lo que se
manifiesta plasticamente en la consistencia carnosa casi general de los 6rganos
aéreos (Jorge & Ferro 1989; Izco et al., 2002; Manzano, 2008)

Los tallos o cladodios, son suculentos, verdes y fotosintéticos, se caracterizan por
presentar costillas o aristas gruesas que los recorren longitudinalmente. Las hojas
tipicas se han transformado en aculeos (de 2 a 4 mm) dispuestos en los bordes
formando fasciculos en las denominadas aréolas (pequefias almohadillas
homologas de las yemas que pueden originar brotes y flores). Las flores son
hermafroditas y actinomorfas, se insertan directamente sobre los tallos, tienen
forma tubular, son grandes (de 20 a 40 cm de longitud y hasta 25 cm en su
diametro mayor), muy vistosas, resultando atractivas para los polinizadores (Weiss
et al.,, 1994), fundamentalmente murciélagos en el caso de las pitahayas rojas
(Valiente-Banuet et al., 2007); abren solamente en una ocasion en la noche,
aparecen en general solitarias y presentan un periantio hetereoclamideo. El
verticilo sexual masculino lo integran numerosos estambres dispuestos en espiral
que producen poélenes tricolpados. El gineceo es infero con numerosos carpelos
soldados en un ovario unilocular (cubierto de aculeos en el caso de Selenicereus)
que se prolonga en un uUnico estilo y que contiene numerosos primordios
seminales crasinucelados y bigtégmicos, con largos funiculos y placentacién basal
o parietal, con una caAmara nectarial, bracteas completamente verdes o verdes con
orillas rojas y pétalos blancos, amarillos o rosados (Madsen, 1989; lzco et al.,
2002). El fruto es una baya globosa o subglobosa (dehiscente en Hylocereus e
indehiscente en Selenicereus), mide en promedio de ocho a 15 cm de largo y de

seis a 10 cm de diametro, su pericarpio es de color rojo o amarillo, en variados
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matices, cubierta con escamas folidceas o bréacteas distribuidas helicoidalmente
(que en el caso de Selenicereus megalanthus son truncas, se denominan mamilas
y tienen grupos de aculeos de 1.5 cm de largo) (Madsen, 1989); es de pulpa dulce
y abundante, de color blanco en Selenicereus y amarillo o de varias tonalidades de
rojo o blanco en Hylocereus. Las semillas son numerosas y pequefias en
Hylocereus y relativamente grandes en Selenicereus, de color café oscuro o

negro, se encuentran distribuidas en toda la pulpa y contienen aceite.

2.2REQUERIMIENTOS ECOLOGICOS y CULTIVO

Las pitahayas presentan varios habitos de crecimiento y pueden ser: trepadoras,
rupicolas, hemiepifitas y epifitas, es decir, organismos vegetales que viven sobre
una planta (forofito) sin extraer agua o minerales de sus tejidos vivos (Linares
2001; Flores et al., 2009). Las hemiepifitas realizan parte de su ciclo de vida sobre
otra planta y reciben algunos nutrientes minerales de fuentes terrestres; cuando
inician su ciclo de vida como epifitas y eventualmente envian raices y vastagos al
suelo, se denominan hemiepifitas primarias y, cuando comienzan como plantas
establecidas en el suelo pero posteriormente, eliminan sus conexiones con éste y
se convierten en epifitas verdaderas, se les denomina hemiepifitas secundarias.
En ambos casos, desarrollan raices caulinares para adherirse fuertemente al
forofito (Linares 2001; Flores et al., 2009). De las especies de Cactaceas, 112 son
epifitas y habitan en las zonas tropicales; Gentry y Dodson (1987) y Linares
(2001) reportaron 25 géneros con 133 especies de esta familia entre las grandes

epifitas silvestres del neotropico.

Las plantas cultivadas, de pitahaya amarilla y roja son terrestres trepadoras,
independientemente de que parte de sus raices adventicias aéreas se dirijan al
suelo, por tanto, en condiciones de cultivo, esta arquitectura requiere de soporte,

ya gue no pueden sostenerse a si mismas.
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Para atender esta necesidad, se han desarrollado numerosos sistemas de siembra
tutorados como espaldera (normal o en T), emparrado y tutores vivos (Nacedero:
Trichanthera gigantea, Urapan: Fraxinus chinensis; Café: Coffea arabica; Eritrina:
Erythrina sp., Matarraton: Glyricidia sepium, Leucaena: Leucanena leucocephala,
entre otras especies); también se encuentran cultivos sobre roca (Calix de Dios &
Castillo, 2004; Gunasena et al., 2007; Caetano, 2010).

La amplia distribucion geografica que tienen las diferentes especies de pitahaya
indica su gran capacidad de adaptacién a distintas condiciones ambientales,
desde las regiones humedas y célidas, practicamente desde el nivel del mar hasta
las zonas altas y frias. En general, prosperan de 0 a 1850 msnm, con
precipitaciones de 650 a 1500 mm anuales. Aunque se desarrollan mejor en los
climas calidos subhumedos, también se adaptan a los climas secos; pero no
soportan, las bajas temperaturas. La pitahaya amarilla de Colombia se encuentra
entre 1180 y 1932 msnm, a temperaturas de 18 a 24 °C con precipitaciones de
1300 a 2200 mm anuales (Caetano, 2010).

En respuesta a las condiciones ambientales xerofiticas, esta categoria de plantas
exhiben caracteres morfofisioldgicos distintivos asociados con la toma de
nutrientes, el régimen de balance agua/carbono y la ruta metabdlica para la
fijacion de dioxido de carbono (Benzing, 1987; Manzano, 2008; Flores et al.,
2009). Las respuestas fisiologicas a condiciones de déficit hidrico e intensidades
luminicas variables, han sido descritas por autores como Raveh et al., (1998)
quienes evaluaron el efecto del sombrio en Selenicereus megalanthus e
Hylocereus polyrhizus introducidas a Israel encontrando que S. megalanthus es
mas sensible a alta luminosidad con respecto Hylocereus polyrhizus. Asi mismo,
Nobel et al., (2002) y Nerd et al., (2002) determinaron el papel de la temperatura
en el establecimiento de pitahaya en condiciones del estado de California y en

Israel respectivamente. Las tasas fotosintéticas que corresponden al metabolismo
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acido de las Crassulaceas, la relacion con el contenido de nitrégeno y el
movimiento de agua en condiciones de sequia han sido estudiadas en varias
especies del género Hylocereus (Ortiz et al., 1999; Nobel y Barrera, 2002, 2004;
Nerd y Neumann, 2004; Graham y Nobel, 2005; Nobel, 2006), Pimienta et al.,
(2004) examinaron la variacion estacional en carbohidratos almacenados y su
relacion con el desarrollo vegetativo y reproductivo y, con las condiciones
climaticas; Weiss et al., (2010) indagaron sobre las caracteristicas del desarrollo
vegetativo y reproductivo de Selenicereus megalanthus e Hylocereus undatus en

altas concentraciones de CO..

Los suelos en los que se cultiva deben tener excelente drenaje, ya que no tolera
los terrenos inundables; no obstante, la produccion comercial de las pitahayas
requiere disponer de sistemas de riego que permitan proveerle de humedad en
épocas criticas del afio; de igual manera el suelo debe ser rico en materia
organica pues sus raices son superficiales y requiere de programas de nutricién
acordes a su desarrollo fenolégico y a sus requerimientos productivos; el pH ideal
oscila entre 5.5 y 6.5 (Instituto Colombiano Agropecuario, ICA, 2001)

En trabajos de induccion de deficiencias nutricionales se encontrd6 que los
elementos que mas limitan el desarrollo de estas especies corresponden, en orden
de importancia a: N, P, Ky Ca, que son precisamente los que aparecen en mayor
medida como componentes de los tallos y frutos de la pitahaya (Rodriguez, 2000;
Lépez y Miranda, 1998; Bui y Mai, 2003).

La produccion se inicia uno o dos afos después de la siembra, dependiendo de la
forma de propagacion, con una vida productiva de mas de diez afos. Para
Colombia, Caetano (2010) reportd cultivos desde muy jovenes (1 afio de siembra)
hasta muy viejos (22 a 55 afos de edad), pero con predominio de 4 a 8 afios de
edad. El &rea de cultivo requerida por especimen oscila entre 4,59 y 5,60 m?, el

promedio de distancia entre surcos es de 2.5 a 3 my entre plantas de 1.5 a 2.0 m.
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2.3 USOS E INDUSTRIALIZACION

El uso principal de la pitahaya es alimenticio. Tradicionalmente la parte comestible
ha sido el fruto, aunque también se reporta el consumo de las flores como
legumbre, recientemente el de los brotes como hortaliza fresca (Cervantes y
Gallegos, 2001; Calix de Dios 2004) y de las semillas como probidticos ya que los
oligosacaridos que contienen pueden ser usados como un ingrediente en
alimentos funcionales y productos nutracéuticos (Wichienchot et al., 2010); Pérez
et al., (2005) reportan ensayos para establecer sus propiedades curativas y Li-
chen et al, (2006) encontraron propiedades antioxidantes y actividad
antiproliferativa. La especie roja es valorada por la produccion de betalainas, por
lo que la extraccidén y aprovechamiento de la misma ha sido objeto de amplios
estudios (Miranda-Ham et al., 1999; Wybraniec et al., 2001; Du y Yu 2003;
Wybraniec y Mizrahi, 2002, 2005; Stintzing et al., 2003, 2004; Herbach et al., 2004,
2006).

Su elevado contenido de sélidos solubles (hasta 18 °Brix), le confiere gran
potencial comercial y agroindustrial. En todas las pitahayas se puede procesar la
pulpa (congelamiento, concentracion, deshidratacion, fermentacion,
procesamiento térmico y preservacion quimica) y extraer los colorantes y pectinas
contenidos en la cascara o en la pulpa, para lo cual se cuenta con tecnologia a
escalas casera, artesanal o industrial (Esquivel, 2004); también es empleada en la
produccion de jugos, sorbetes, gelatina, helados, yogurth, mermelada, almibar,

dulces y pasteles (Gunasena et al., 2007).

Las propiedades bioldgicas, agroindustriales, fisicas, quimicas, organolépticas y
antioxidantes de los frutos, son descritas por autores como Armella et al., (2003);
Yanez-Lopez (2005); Arias et al., (2005); Nomura et al., (2005); Dag y Mizrahi
(2005); Chuachoochat y Babpraserth (2005), Vaillant et al., (2005) y Cafar et al.,

(2009). El desarrollo y maduracion del fruto, asi como su respuesta al
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almacenamiento para mantener la calidad de la fruta y el éxito en la
comercializacién, constituyen un area de gran interés para la investigacion
(Tiznado et al., 2002; Nerd y Mizrahi, 1999; Le Van et al., 2002; Xue & Wang 2003;
Arévalo-Galarza y Ortiz-Hernandez, 2004; Rodriguez et al., 2005; Magafia et al.,
2004; Rodriguez et al., 2005; Andrade et al., 2005). En este sentido, Pefiuela
(2004), en el marco de la caracterizacion de los productos hortifruticolas
colombianos y el establecimiento de las normas técnicas de calidad, report6é para
pitahaya amarilla, relacion directa entre el didmetro y la longitud del fruto con el
peso del mismo, mostrando que el 86,3% de la pitahaya que se produce en el
pais, presenta un rango de peso entre 11 y 260 g; también confirmé el bajo
contenido de acidez (4,02 a 4,08) y siete grados en la escala de maduracion del

mismo.

2.4 METODOS DE PROPAGACION

En la planeacion de un programa de fitomejoramiento se deben tener en cuenta
entre otros, los aspectos asociados al conocimiento profundo de la especie, asi, es
necesario registrar la mayor cantidad de datos posibles sobre su morfologia,
taxonomia, aspectos ecologicos, genéticos, moleculares, agronémicos,
enfermedades y plagas que la afectan y modifican la expresion de su potencial
productivo. El sistema de reproduccion de la especie determina la estructura
genética de las poblaciones, por tanto, el método de mejoramiento es escogido, en
gran parte, con base en el sistema de reproduccion de la planta (Vallejo-Cabrera y
Estrada-Salazar, 2002).

Las plantas pueden dividirse en plantas de reproduccion asexual o clonal y plantas
de reproduccién sexual (Hartmann y Kester, 1982). Frente a las primeras, Cubero
(1999), establece dos categorias: plantas de multiplicacién asexual o vegetativa y

plantas de reproduccion asexual o plantas apomicticas. La multiplicacién asexual
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se efectia por medio de partes de la planta diferentes a la semilla sexual tales
como: Tallos (estacas, tubérculos, bulbos, rizomas, estolones), hojas, hijuelos,
yemas, meristemos, callos, células somaticas, protoplastos o embriones asexuales

producidos por apomixis.

La reproduccién por este método, conduce, en general, a la perpetuacion de
genotipos superiores con gran ventaja en el mejoramiento de plantas puesto que
puede obtenerse un numero indefinidamente grande de individuos genéticamente

idénticos (Vallejo-Cabrera y Estrada-Salazar, 2002).

Uno de los métodos mas frecuentes de propagacion vegetativa es el estaquillado,
el cual consiste en la fragmentacion del tallo o ramas en porciones de longitud
variable con yemas vegetativas y su introduccion en sustratos especiales para que
enraicen (Hartmann y Kester, 1982). El estaquillado se aplica por igual a las

especies lefiosas y a las herbaceas.

En la actualidad es muy comudn la propagaciéon por cultivo in vitro el cual
comprende, en su acepcion amplia, un heterogéneo grupo de técnicas mediante
las cuales un explante (parte separada de un vegetal, por ejemplo: protoplasto,
célula, tejido, 6rgano) se cultiva asépticamente en un medio de composicién
quimica definida y se incuba en condiciones ambientales controladas (Roca y
Mroginski, 1993).

Los objetivos que se persiguen con la utilizacién del cultivo in vitro de tejidos
vegetales son numerosos y diferentes. Mroginski y Roca (1993) y Pérez (1998)

proponen los siguientes:
a) Estudios bésicos de fisiologia, genética, bioquimica y ciencias afines.

b) Bioconversion y produccion de compuestos utiles

c) Incremento de la variabilidad genética
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d) Obtencién de plantas libres de patégenos
e) Propagacion de plantas

f) Conservacion e intercambio de germoplasma

En este campo, la micropropagacion es una técnica desarrollada principalmente
para la produccién en masa de plantas (Margara, 1988; Roca y Mroginski, 1993;
Kite y Klein, 1999). Su principal ventaja es la multiplicacion rapida de material
clonal libre de enfermedades. Esta caracteristica ha servido para introducir
rapidamente en el mercado nuevas variedades de plantas obtenidas mediante

seleccién, mutacion, programas de mejora 0 manipulacion genética.

En la Pitahaya, la principal forma de propagacion es vegetativa, a partir de los
tallos, esquejes o cladodios, de manera natural a través de la separacion de los
tallos y, en el caso de plantas cultivadas, mediante trasplante directo en el terreno
definitivo o su colocacion en bolsas con sustrato hasta la formacion de nuevos
tallos. Aunque no es muy comun ni tan facil, también se utiliza el injerto a partir de
vastagos y patrones seleccionados (Alka 2003; Caliz de Dios y Castillo, 2004;
Bastos et al., 2006; Gunasena et al., 2007; Estrada-Luna et al., 2008).

La brotacién en las cactaceas se da en las aréolas (pequefias almohadillas
homologas de las yemas, con dos puntos de desarrollo meristematico, que pueden

originar ademas, espinas, brotes y flores) (Hofftlann, 1989).

Algunos autores han reportado efecto de la aplicacion de enraizadores como el
Acido Indol Butirico (IBA) en la disminucion del tiempo de establecimiento de las
estacas, asi mismo, un efecto diferencial debido al tipo de sustrato empleado y
mayor resistencia al ataque de insectos en las estacas provenientes de plantas
maduras (Barcenas 1994; Vargas et al., 2003; Zhao et al., 2005).
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Las pitahayas también se reproducen por medio de semillas (Osorio et al., 2001),
gue de modo natural son diseminadas por aves y otros animales que se alimentan
de los frutos; no obstante, para fines de cultivo, la propagacién sexual no es
recomendable, ya que las plantas requieren demasiados cuidados en tanto se
trasplantan y tardan de cuatro a seis afios en llegar a su etapa reproductiva
(Gunasena et al., 2007); pero revisten importancia en la investigacion cientifica
para estudiar la variabilidad genética y factores que afectan la germinacién
(Estrada-Luna et al., 2008).

Los estudios sobre el cultivo in vitro de cactus se iniciaron en los afios 50 y han
estado enfocados a la formacion de callo, a la proliferacion de brotes, y a la
evaluacion de los efectos de auxinas, citocininas y giberelinas a partir de yemas
axilares (Ordofiez, 2003; Villalobos et al., 1993; Estrada-Luna et al., 2008). En
consecuencia, se han desarrollado sistemas de micropropagacion para diferentes
especies de cactus con una eficiencia en el establecimiento y en el enraizamento
de 80 a 100% (Ordoiiez, 2003).

Entre estos trabajos pueden citarse los de Lépez-Gémez et al., (2000), quienes
evaluaron procedimientos de propagacion vegetativa en las cactaceas: pitaya
(Stenocereus griseus), tunillo (Stenocereus stellatus) y jiotilla (Escontria chiotilla);
Infante (1992) obtuvo callos embriogénicos a partir de cotiledones y raices de
Selenicereus setaceus; Huang (2002), Mohamed-Yasseen (2002), Pelah et al.,
(2002), Drew y Azimi (2002) y Chen et al., (2003) determinaron la composicién del
medio de cultivo para inducir el crecimiento de yemas axilares, la regeneracion y

enraizamiento en Hylocereus undatus y Selenicereus megalanthus.

42



2.5 ENFERMEDADES Y PLAGAS

Las pérdidas en los cultivos de importancia econdmica, que en la mayoria de los
casos son generadas por microorganismos que causan enfermedades en las
plantas, impiden una mejor y mayor produccion de alimentos y en ocasiones

disminuyen drasticamente los rendimientos (Perea, 2003).

Los patdgenos causan enfermedades en las plantas mediante: 1) debilitamiento
del hospedante a causa de la absorcion continua del alimento de sus células para
su propio uso; 2) la alteracidon o inhibicion del metabolismo de las células
hospedantes debido a la secrecion de toxinas, enzimas o sustancias reguladoras
del crecimiento; 3) el bloqueo de la translocacion de los nutrientes minerales,
alimentos y agua a través de los tejidos conductores; 4) el consumo del contenido

de las células del hospedante, con las que entran en contacto.

Para determinar que un patdgeno es la causa de una enfermedad, se deben
cumplir los postulados de Koch:

- El patégeno debe encontrarse asociado con la enfermedad en todas las
plantas enfermas que se examinen.

- El patégeno debe aislarse y desarrollarse en un cultivo puro en medios
nutritivos y se deben describir sus caracteristicas (parasito no obligado), o
bien debe permitirse que se desarrolle sobre una planta hospedante
susceptible (parasito obligado) y registrar su presencia y los efectos que
produzca.

- El patégeno que se desarrolle en un cultivo puro debe ser inoculado en
plantas de la misma variedad o especie en que aparecié la enfermedad y

debe producir la misma enfermedad en las plantas inoculadas.
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- El patégeno debe aislarse una vez mas en un cultivo puro y sus
caracteristicas deben corresponder a las anotadas en el segundo punto
(Agrios, 1995).

Uno de los factores limitantes en la produccion de pitahaya amarilla Selenicereus
megalanthus, es la susceptibilidad a agentes patdégenos (Holmes et al., 1995;
Castillo et al., 2005); segun APHIS (2002), para Colombia se han reportado como
agentes causantes de enfermedad 24 Hongos, una Bacteria, 52 Artropodos, tres
Moluscos y 17 Nematodos. Enfermedades como la pudricion basal del fruto y la
pudricion de tallo generan pérdidas de fruta exportable superiores al 80% e

incrementan en 50% los costos por manejo de enfermedades.

En la pudricion basal del fruto, el dafio se muestra inicialmente como pustulas en
la base del pedunculo en el sitio de insercion al tallo y, con los dias se va haciendo
notorio el color amarillo en esa zona de la fruta; en estado avanzado la zona
afectada necrosa y si no se corta se cae sola. Este problema se hace mas
evidente cuando se acerca la cosecha; el agente causal identificado es el hongo
Fusarium spp. Este patdgeno también causa pudriciones de raiz y avanza de
forma sistémica en la planta causando pudriciones en todas las pencas. Por el
punto de insercion también causa pudricién penetrando en la penca (Araujo y
Medina, 2008).

Otras enfermedades como "pudricion seca de la penca" en pitahaya amarilla
Selenicereus megalanthus, mancha del tallo en Hylocereus undatus, y virus X de
las cactaceas son descritas por autores como Valencia-Botin et al., (2003, 2004);
Liao et al., (2003); Liou et al., (2004) y Lopez et al., (2004).

Para el Valle del Cauca, Araujo y Medina (2008) determinaron la presencia de

siete problemas fitosanitarios en pitahaya amarilla: pudricion basal del fruto,

pudricion parda en penca y marchitez y pudricion de cuello y base de la raiz
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causado por Fusarium oxysporum; antracnosis en penca causada por
Colletotrichum gloesporoides; pudricion acuosa en penca por Erwinia carotovora;
dafo por complejo fumagina en frutos por Cladosporium; para la rofia en fruto no

se identific6 agente causal.

La antracnosis con una incidencia del 16.6%, pudricion basal con 29.3%, dafio por
fumagina 34.2%, marchitez con 36.6%, pudriciones en penca con 47.5% y rofia de
la fruta con 48%, fueron reportadas como las enfermedades mas importantes en

esta zona del pais (Araujo y Medina 2008).

La descripcion del dafio por nematodos y observaciones preliminares sobre el
manejo de Meloidogyne, Helicotylenchus y Tylenchorhynchus en Acanthocereus
pitahaya y Selenecireus megalanthus, fueron reportados por Rincén et al., (1989)
y Castafio et al.,, en 1989. Ademas, Palacino y Leguizamén (1991) evaluaron la
interaccion entre Glomus manihotis y Meloidogyne incognita en pitahaya amarilla y
roja, bajo condiciones de vivero en varias zonas colombianas. En el estudio de
Araujo y Medina (2008) para el Valle del Cauca, se reportaron cuatro géneros de
nematodos Helicotylenchus, Meloidogyne, Pratylenchus y Rhabditidae

ocasionando dafo en raices.

Los controles de las enfermedades, normalmente se han realizado con fungicidas
protectantes y sistémicos, con resultados muy variables desde eficientes hasta
ineficientes (Caetano 2010). En el caso de la enfermedad conocida como
bacteriosis, la cual tiene como agente causal Erwinia carotovora var. Carotovora y
Erwinia carotovora var. atroseptica; se controla eficientemente con productos
quimicos en condiciones de laboratorio, pero en campo Su manejo es mas
complejo y requiere principalmente de frecuentes podas de las partes afectadas y
de la aplicacion de bactericidas para contrarrestar el avance de la enfermedad.
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En el Anexo 1 se resumen algunos trabajos asociados a la caracterizacion de las

enfermedades en pitahaya amarilla.

Respecto a los principales problemas ocasionados por insectos-plaga, la literatura
reporta, como los mas frecuentes en los cultivos, las chinches patas de hoja,
conocidas en Yucatan como “x’kisay” (Leptoglossus phyllopus, L. zonatus y L.
gonagra), el barrenador de tallos y frutos (Lepidoptera, Pyralidae), el minador de
tallos (Lepidoptera, Gracilaridae), Ceratitis capitata y Anastrepha ludens (Sponagel
et al., 2001); las hormigas arrieras o cortadoras (Acromyrmex octoespinosus) y las
hormigas de fuego (Solenopsis geminata), los cuales se combaten principalmente
con productos quimicos. Para pitahaya amarilla en Colombia son escasos los

reportes de estos agentes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 METODOS DE PROPAGACION

HIPOTESIS: La evaluacion de métodos de propagacion de pitahaya amarilla y roja

en condiciones de laboratorio e invernadero permitira seleccionar aquellos

reproducibles en condiciones de los agricultores.

3.1.1 Propagacion por semilla sexual

Caracterizacion general de la semilla

Para la caracterizacion, se colectaron frutos con grado de maduracion 5-
6 (segun la Norma Técnica Colombiana NTC 3554/1996), tanto de
pitahaya amarilla como roja (Selenicereus megalanthus e Hylocereus
polyrhizus) en los municipios de Roldanillo y Darien Valle del Cauca, en
cultivos establecidos certificados o en proceso de certificacion. Para tal
efecto, se tomaron frutos de la parte alta, media y baja de plantas con
caracteristicas deseables como: alta produccién, alta ramificacion y
sanidad, en un muestreo al azar que cubria diferentes sitios del area de
cultivo. Los frutos se trasladaron al laboratorio de semillas de la
universidad del Quindio, donde se mantuvieron a temperatura ambiente
y se procesaron en un término no superior a 24 horas después de la

recoleccion.
Los frutos maduros se sumergieron durante 14 horas en una solucién de
hipoclorito de sodio al 5%, seguido de un lavado con abundante agua y

secado con papel absorbente (Rao et al., 2007).

Para la obtencién de las semillas, se realiz6 un corte longitudinal al fruto
con una herramienta afilada y desinfectada y, se dispuso la pulpa con
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las semillas en un cernidor de aluminio, donde con suave presion se
desprendio la pulpa y se elimind completamente el mucilago (Rao et al.,
2007), seguido de abundante lavado. Posteriormente, para el secado,
las semillas se dispusieron durante 24 horas, sobre papel absorbente en
bandejas plasticas, en un éarea de alta circulacion de aire y, se
eliminaron, manualmente, restos de pulpa y aquellas semillas que
presentaban coloracion café-rojiza, menor tamafio y contextura
aplanada, dejando solo aquellas con coloracion negro brillante y forma

abultada.

La caracterizacion de la semilla consistio en los siguientes aspectos:

- Descripcion morfologica: Se registraron caracteres morfolégicos

externos como forma, color y tamafio de la semilla especificamente

diametro polar, didmetro ecuatorial y grosor tanto para pitahaya amarilla

como pitahaya roja.

- Peso de 1000 semillas: se calculé para ambas especies con base en

los siguientes pasos (http://www.fao.org/DOCREP/006/AD232S/ad232s13.htm):

0 Pesaje de ocho repeticiones de 100 semillas puras, tomadas al azar
del contenedor.

0 Célculo de la desviacion estandar y del promedio de las repeticiones

Desviacion tipica = %

0 Calculo del coeficiente de variacion CV

C =

TR
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o Toma de decisiones: si el CV es inferior a 4.0, se estima que la
muestra es homogénea y no se requieren mas pesajes.

o Estimaciéon del peso de 1000 semillas, el cual es equivalente a la
media aritmética por 100%.

- Descripcién anatomica: Sobre micropreparados de cortes histologicos
obtenidos a partir de la metodologia de fijacién, deshidratacién en
alcohol, inclusion en parafina, corte, secado, tincion con safranina y fast
green, montaje y sellado (Victoria, 2006), se realizdé la descripcidon
anatomica, teniendo como referencia Esau (1977) y Paniagua et al.,
(2007).

e Caracterizacion Fisiologica

- Contenido de humedad en base humeda. Este se determiné sobre una
muestra de 100 semillas secas con cuatro repeticiones, tomadas a partir
de un lote de 500 gramos de semillas, empleando un analizador de
humedad digital modelo LSC60 capacidad 200g (Readability 1mg) (Rao
et al., 2007).

- Viabilidad. Para determinar la viabilidad de las semillas, se empleoé la
prueba topografica de tetrazolio (ISTA, 2005), la cual permite establecer
diferentes grados de tincibn en regiones esenciales como radicula,
plimula, eje embrional y cotiledones, para asociarlos con presencia o
ausencia de germinacion (Victoria, 2006). En esta prueba se emplearon
cinco concentraciones de tetrazolio (0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1%) con un pH
de 7.02, dos tiempos de exposicion (una hora y 24 horas) y, dos
temperaturas, 40°C para los embriones (previamente embebidos)
expuestos por una hora y, temperatura ambiente (22°C) para 24 horas.
Al cabo de este periodo se extrajeron los embriones y se lavaron con
abundante agua destilada para eliminar el exceso de colorante. Para

precisar los patrones topoldgicos, se realizaron cortes en partes
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esenciales de la semilla, exponiéndolas a las concetraciones y tiempos
descritos, teniendo como unidad experimental 25 semillas por cada
concentracion de tetrazolio. Los cortes realizados se describen e

ilustran en latabla 1y en las figuras 1y 2.

Tabla 1. Descripcién de los cortes intencionados realizados sobre embriones de pitahaya amarilla

para determinar patrones topograficos en la prueba de tetrazolio.

Nimero Descripcion del corte Parte de semilla sembrada
1 Sin corte Embrién completo
2 Seccion final de los cotiledones (25%) Eje embrional y 75% de los cotiledones
3 Seccion media de los cotiledones Eje embrional y 50% de los cotiledones
(50%)
4 Seccion cotiledones por encima del Eje embrional sin cotiledones
meristemo epicotileo
5 Seccion eje raiz-hipocotilo por debajo Cotiledones
del meristemo epicotileo
6 Seccion meristemo apical radicular Meristemo epicotileo y eje hipocétilo-
radicula
7 Seccién eje hipocotilo-radicula, Radicula
meristemo epicotileo y cotiledones
8 Seccién 75% del cotiledon ventral Eje  hipocotilo-radicula, = meristemo
epicotileo, 25% del cotiledon ventral y
100% del cotiledon dorsal
9 Seccién 100% del cotiledén dorsal Eje  hipocotilo-radicula, = meristemo

epicotileo,  cotiledén  ventral  sin

cotiled6n dorsal
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Figura 1. Esquemas de los cortes realizados a las semillas de pitahaya amarilla Selenicereus
megalanthus para evaluar viabilidad. La seccion coloreada representa la estructura escindida. a.
Esquema general de la semilla exhibiendo las partes constitutivas. b. Semilla completa. ¢c. Semilla
sin el 25% de los cotiledones. d. semilla sin el 50% de los cotiledones. e. Semilla sin los
cotiledones con corte sobre el meristemo epicotileo. f. Semilla sin el eje raiz-hipocétilo dividida por
debajo del meristemo epicotileo. g. Semilla sin la radicula. h. Semilla sin cotiledones, meristemo
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epicotileo e hipocotilo (Se divide el embrién por encima del meristemo radicular). i. Semilla sin el
75% del cotileddn ventral. j. Semilla sin el cotiledon dorsal. k. semilla sin el cotiledén dorsal.

Figura 2. Fotografia de los cortes realizados en embriones
de pitahaya amarilla, para evaluar viabilidad con la prueba de
tetrazolio. a. Embriéon completo.b. Eje embrional y 75% de los
cotiledones. c. Eje embrional y 50% de los cotiledones. d.
Cotiledones y Eje embrional sin cotiledones. e. Cotiledones,
meristemo epicotileo- eje hipocotilo y radicula. f. Eje
hipocotilo-radicula, meristemo epicotileo, 25% del cotileddn
ventral y 100% del cotileddn dorsal. g. Eje hipocotilo-radicula,
meristemo epicotileo, cotiledén ventral sin cotiledén dorsal -
lateral. (X1.0) (Fotografias de la autora).

La lectura se realiz6 en un estereomicroscopio, en aumentos de 0.7, 1.0
y 3.0x, observando la tincion de los tejidos vitales en cada semilla
(ISTA, 2005 y Rao et al., 2007), para determinar la viabilidad de éstas.
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El porcentaje de viabilidad se obtuvo como la relacién entre el nimero de
las semillas viables (totalmente tefidas de rojo segun la prueba de

tetrazolio) y el numero total de semillas de la muestra.

- Germinacion. La prueba de germinacion se realizé sobre cuatro réplicas
de 100 semillas, en cajas Petri de acrilico sobre papel absorbente
Whatman Grado 181 humedecido (Rao et al., 2007), previa aplicacion
de tratamiento de desinfeccion consistente en la inmersion de semillas
durante 10 minutos en sustancias tensoactivas y desinfectantes: tween
20 (monolaurato de polioxietileno sorbitan), alcohol etilico al 70% e
hipoclorito de sodio comercial al 6%, seguido de enjuague con abundante
agua destilada después de cada inmersion.

Las semillas se colocaron a temperatura constante de 22 °C sin luz y con
16 horas luz, por un término de 15 dias, para registrar el porcentaje de

germinacion (nimero de semillas germinadas de cada 100).

Ne semillas germinadas

% G 100

) Ne= semillas sembradas

Como criterio de germinacion fisiologica se considero la emision de radicula
(Manzano, 2008). Ademas, se evaluaron las plantulas con base en las
caracteristicas morfolégicas que les confieren la categoria de normales o
anormales para la especie, considerando solo las normales como

germinadas.

Para cada una de las variables de respuesta porcentaje de humedad,

porcentaje de germinacion y porcentaje de viabilidad (con transformacion

Arcoseno \Jx/100) se realizd un andlisis de varianza correspondiente a un
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disefio de bloques al azar con 40 repeticiones o blogues, en un arreglo

factorial con dos factores controlados:

Especie con dos niveles Amarilla
Roja
Un dia
Tiempo de almacenamiento con tres niveles <30 dias
60 dias

Los seis tratamientos resultantes de la combinacion particular de los
factores se relacionan en el Anexo 2. Cabe resaltar que las 40 repeticiones
corresponden a los promedios obtenidos de una muestra total de 400

semillas.

Ensayos de germinacion sobre papel y en agar. Ademas de las pruebas
antes descritas, se realizO0 un ensayo, para determinar el porcentaje de
germinacion bajo el método de siembra en papel y en agar (Rao et al.,
2007), tomando como factor de variacién, los tiempos de extraccion de las
semillas del fruto, es decir, un dia, 30 dias y 90 dias.

Para la germinacion de semillas en agar, se emple6 medio MS (Murashige
& Skoog, 1962 en Roca & Mroginski, 1993) al 50% sin hormonas. El pH se
ajusto a 5.8 antes de agregar el agente gelificante (agar gelrite 2 gr/L). Una
vez sembrados los explantes fueron mantenidos en cuarto climatizado a
27°C (+/- 2), 50% del lote en oscuridad y 50% con una iluminacion de 2000
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lux durante 14 horas, en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la

Universidad Nacional de Colombia sede Palmira.

Los resultados del porcentaje germinacién se sometieron a un andlisis de

varianza para un disefio experimental de bloques al azar, con diez

repeticiones o blogues (cajas Petri), en un arreglo factorial con cuatro

factores controlados:

Especie con dos niveles

Tiempo de almacenamiento con tres niveles

Método de siembra con dos niveles

Luminosidad con dos niveles

g
Amarilla

A

Roja

L

(Un dia

< 30 dias
60 dias

L

( Papel

in vitro

A

Con luz

Sin luz

De la combinacién particular de estos factores, se establecieron 24 tratamientos

los cuales se describen en el Anexo 3. Las variables de respuesta corresponden a:

Porcentaje de germinacion (con transformacion Arcoseno x/100)

Dias a germinacion.

En el caso de semillas germinadas en agar se describiéo adicionalmente,

presencia/ausencia de callo.
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3.1.2 Propagacion Asexual o Vegetativa de Pitahaya. La propagacion

vegetativa de pitahaya se realiz6 empleando dos métodos: estacas de tallo

cultivadas en campo e invernadero (método convencional) y, segmentos de

cladodio y de hojas cotiledonares por cultivo de tejidos vegetales (método in vitro).

Método convencional. La evaluacion de la propagacion a partir de estacas
de cladodio de plantas maduras de pitahaya, se realiz6 en dos
experimentos, los cuales tuvieron como aspectos comunes la recoleccion

del material vegetativo y el manejo agronomico.

Recoleccion de material vegetal. Se colectaron estacas tanto de
Selenicereus megalanthus como de Hylocereus polyrhizus, a partir de la
parte media de plantas caracterizadas por alta produccion, alta ramificacion
y sanidad, en cultivos establecidos certificados o0 en proceso de
certificacion, ubicados en los municipios de Roldanillo y Darién

Departamento del Valle del Cauca.

El corte de las estacas se realizé con una herramienta afilada y limpia,
seguido de la aplicacion de yodo concentrado tanto en la herida de la planta
madre como en la base de la estaca. Durante 15 dias el material vegetativo
(estaca de cladodio sin ramificacion), se mantuvo en un sitio fresco y seco
para lograr la cicatrizacion de la estaca y realizar una preseleccion por
sanidad, eliminando aquellas estacas que pudieran presentar lesiones

asociadas a hongos o bacterias (ICA, 2011).

Siembra y manejo agrondémico. Los lotes para evaluar la propagacion
vegetativa se ubicaron en predios rurales de los Municipios de La Tebaida,
Departamento del Quindio y Roldanillo, Departamento del Valle del Cauca;

y, el invernadero, en el Municipio de Armenia (Quindio) (Tabla 2).

56



Tabla 2. Ubicacién de los experimentos para evaluar propagacion vegetativa de pitahaya amarilla y

roja.

Ubicacion del experimento

Coordenadas

Datos climéaticos

Municipio de La Tebaida
Vereda La Popa

Finca Venecia

Municipio de Roldanillo
Vereda La Armenia

Finca La Esperanza

Municipio de Armenia
Vereda La Aldana
Finca La Aldana

Latitud Norte 4° 27
Longitud Oeste 75° 47

Latitud Norte 4° 24' 15.9"
Longitud Oeste 76° 12' 15.2"

Latitud Norte 4° 35’
Longitud Oeste 75° 45’

1200 msnm

Temperatura 23°C

HR 70%

Precipitacion 1400 mm/afio

1400 msnm
Temperatura 24°C
HR 72%

Precipitacion 1600 mm/afio

1450 msnm
Temperatura 20°C
HR 72%

Precipitacion 2400 mm/afio

En campo, la siembra de las estacas se realizé bajo el sistema de cama
individual de 2.5 m x 2.5 m (en La Tebaida) y de espaldera simple (en
Roldanillo), a 1.5 m entre plantas y 2.5 m entre surcos, con una profundidad

de siembra de 10 cm.

Para el ensayo de invernadero (el cual era de tipo sin control de clima, con
un area de 60 m?, cubierta plastica y techo a dos aguas sobre base de
guadua), se dispusieron las estacas en bolsas de almacigo y baldes de

plastico de cinco kg de capacidad, en sustrato suelo organico estéril.

En todos los ensayos las estacas se tutoraron con fibra sintética, se realiz
limpieza manual de flora arvense, no se aplicaron fertilizantes minerales ni
abonos orgéanicos; el control de agentes plaga se realizé distribuyendo entre

el lote trozos de plastico amarillo impregnado de aceite. Ante la aparicion de
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sintomas de enfermedad, se elimind la estaca y se aplicod cal en el area

donde estaba sembrada.

En la propagacion vegetativa, se evaluaron los siguientes parametros:
Tamafio de la estaca (0,5y 1,0 m).
Presencia o ausencia de apice en el tallo.

Exposicidén 0 no de haces vasculares en la parte basal de la estaca.

La exposicion de los haces vasculares, practica tradicional entre algunos
productores de la region del Valle del Cauca, consistié en la eliminacién de
aproximadamente 20 cm del cladodio en su parte basal (Figura 3a),
empleando una herramienta afilada seguida de la aplicacion de yodo
comercial como agente desinfectante. Para la siembra, el borde del
cladodio permanecié 10 cm por encima de la superficie del suelo (Figura
3b).

a b

Figura 3. a. Estaca de pitahaya con haces vasculares
expuestos, b. Siembra de la estaca con haces expuestos,
nétese que la parte carnosa del tallo no entra en contacto
con el suelo. (Fotografias de la autora. Distancia focal 6 y
10 mm. SONY DCS-T7).
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Establecimiento de los ensayos. Se realizaron dos experimentos, uno para
comparar la respuesta de la emisién de nuevos brotes de las estacas de
pitahaya amarilla en condiciones de campo e invernadero; y otro, en
condiciones de campo para comparar la misma respuesta entre las dos
especies de pitahaya, es decir, entre Selenicereus megalanthus e

Hylocereus polyrhizus.

Ensayo de propagacion por estacas para la especie Selenicereus

megalanthus.

El disefio experimental empleado correspondié a bloques al azar con cinco
repeticiones o bloques (Estacas) por tratamiento, en un arreglo factorial con

cuatro factores controlados:

( Roldanillo
La Tebaida

Armenia

Sitio de siembra con tres niveles

A

-

(50 cm

Longitud de la estaca con dos niveles 1 100 cm

Expuestos

Haces vasculares con dos niveles _ Sin exponer

~

Presente

Apice con dos niveles Ausente

~
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Los 24 tratamientos evaluados corresponden al resultado de la combinacion

particular de los cuatro factores y sus niveles (Anexo 4)

Las variables de respuesta evaluadas fueron:

e Numero de brotes emitidos (con transformacién v* + 0.5 ) por cada
estaca, al cabo de seis meses (edad en la que inicia floracion, segun

el reporte de los productores).

e Longitud del brote 1 (primer brote emitido) medido al término de seis
meses.

Ensayo para comparar la propagacion vegetativa de las especies

Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus.

El disefio experimental empleado correspondié a bloques al azar con cinco
repeticiones o bloques (estacas) por tratamiento, en un arreglo factorial con

cuatro factores controlados:

Amarilla
Especie con dos niveles Roja

50 cm
Longitud de la estaca con dos niveles 100 cm

Expuestos
Haces vasculares con dos niveles Sin exponer

Presente
Apice con dos niveles Ausente
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Los 16 tratamientos evaluados corresponden al resultado de la combinacion

particular de los cuatro factores y sus niveles y, se describen en el Anexo 5.

Las variables de respuesta evaluadas fueron:

NGmero de brotes emitidos (con transformacién V¥ * 0-5) por cada estaca,
al cabo de seis meses (edad en la que inicia floracion, segun el reporte de

los productores).

Longitud del brote 1 (primer brote emitido) medido al término de seis
meses.

e Meétodo in vitro. La evaluacion de la propagacion de pitahaya amarilla y roja
(Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus) mediante el empleo
de la técnica in vitro, se realiz6 en los laboratorios de cultivo de tejidos
vegetales de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira,

empleando como explantes:

a. Hojas cotiledonares de semillas germinadas sobre papel, con 15 dias de
desarrollo.

b. Segmentos de tallo o cladodio, de un cm de longitud (Estrada-Luna et al.,
2008), obtenidos a partir de plantulas germinadas de semilla sexual con 20

dias de desarrollo.

La metodologia empleada para la evaluacion de esta técnica se describe a

continuacion:

- Etapa de Desinfeccidn. Previo a la siembra, los explantes se sometieron a

un ensayo de desinfeccion, para controlar agentes patogenos, el cual
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consistié en la inmersion durante 10 minutos en soluciones de agentes

tensoactivos y desinfectantes (Tabla 3).

Tabla 3. Protocolos evaluados en la etapa de desinfeccion de explantes de pitahaya amarilla y
roja.

) Concentracion
Agente desinfectante

1 2 3
Detergente comercial 0,01% 0,1% 1,0%
Tween 20 Monolaurato de polioxietilen sorbitan
Alcohol etilico 70% 80% 90%
Hipoclorito de sodio 3% 5% 6%

Posteriormente, se sembraron los explantes en camara de flujo laminar, en un
medio de cultivo MS al 100% (Murashige & Skoog, 1962 en Roca y Mroginski,
1993) solidificado, suplementado con una fuente de carbohidratos (sacarosa 30
g/L y M-inositol 800 mg/L), y fitohormonas (Benciladenina BA 3 mg/L y Acido
Naftalenacético ANA 0.1 mg/L) (Chen et al., 2003).

Los explantes en el medio de cultivo, se incubaron durante 30 dias en un area
climatizada con una temperatura de 27°C, 2000 lux y un fotoperiodo de 16 horas

luz y ocho horas oscuridad.

La evaluacion de la efectividad del tratamiento de desinfeccion se realizé sobre 30
observaciones, a los ocho y quince dias después de la siembra, a través de tablas

de contingencia, para las siguientes variables:

- Porcentaje de contaminacion por hongos o bacterias
- Porcentaje de fenolizacion

- Porcentaje de necrosis

-Etapa de Establecimiento. Una vez se establecié el protocolo de

desinfeccion, se procediéo a evaluar el efecto de la composicion del
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medio de cultivo sobre la formacién de nuevas plantas de pitahaya
amarilla Selenicereus megalanthus vy roja Hylocereus polyrhizus, a partir

de los siguientes explantes:

a. Hojas cotiledonares de semillas germinadas sobre papel, con 15 dias
de desarrollo.

b. Segmentos de tallo o cladodio, de un cm de longitud, obtenidos a
partir de plantulas germinadas de semilla sexual con 20 dias de

desarrollo (Figura 4).

a h

Figura 4. Tipos de explantes empleados en el establecimiento de vitroplantulas de pitahaya.
a. plantulas. b. hojas cotiledonares y fragmentos de cladodio. (Fotografia de la autora.
Distancia focal 6 mm. SONY DCS-T7).

Luego de la desinfeccion, los explantes se sembraron con orientacion vertical
(Estrada-Luna et al., 2008) en cabina de flujo laminar en recipientes con 10 ml de
medio de cultivo, y fueron incubados durante 30-60 dias en un area con aire

acondicionado; en todos los tratamientos, los explantes se mantuvieron a 27 °C,
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con 2000 Lux proporcionada por lamparas fluorescentes y fotoperiodos de 16

horas luz y ocho horas oscuridad.

Como medio de cultivo, se emple6 MS (Murashige & Skoog, 1962, en Roca &
Mroginski, 1993) al 100% (Anexo 6), suplementado con carbohidratos (sacarosa
30 g/L y M-Inositol 800 mg/L) vy solidificado con agar (gelrite 2 g/L), con un pH
ajustado a 5.8 y esterilizado en autoclave por 20 minutos, a 121.5°C y 15 libras de
presion (Roca & Mroginski, 1993); sobre el cual se adicionaron hormonas tipo
auxinas (Acido Naftalenacético ANA) y citocininas (Benciladenina BA,

Bencilaminopurina BAP y Kinetina) (Tabla 4).

Tabla 4. Composicién de los medios de cultivo en el establecimiento y micropropagacién de
explantes de pitahaya amarilla y roja.

Medio de Cultivo Establecimiento Adaptado de

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

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

3 Kinetina 2 mg/L
BAP 2 mg/L
ANA 4.0 uM Infante, 1992
BA 0.1 mg/L Chen et al., 2003 (adaptado)
ANA 3 mg/L

En la respuesta al establecimiento in vitro se evaluaron las siguientes variables:

- Numero y longitud de brotes.

- Presencia/ausencia de callo.

- Colory consistencia del callo (friable o no friable)
- Presencia/ausencia de raices.

- Presencia/ausencia de hiperhidratacion.
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La evaluacion se hizo mediante un analisis de varianza para un disefio
experimental completamente aleatorizado con 10 repeticiones por tratamiento, en

un arreglo factorial con tres factores controlados:

Amarilla

Especie con dos niveles Roja

Hoja Cotiledonar
Tipo de explante con dos niveles

Segmento de cladodio

Medios de cultivo con cinco niveles ( M1
(ver Tabla 4) M2
< M3
M4
M5
\

Los 20 tratamientos evaluados, correspondieron a la combinacion particular de los

factores, como se indica en el Anexo 7.

Para el analisis de varianza se consideraron las variables de respuesta:

NGmero de brotes por cada explante (con transformacién Vx + 0.5)
Longitud del brote uno (primer brote emitido)

Para la descripcion del numero de brotes se tuvo en cuenta la posicion, es decir, Si
el nuevo brote se ubicaba en el apice (apical), debajo del &pice (sub-apical),
lateralmente (lateral) o se desprendia de la base del fragmento de cladodio
(basal).
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- Micropropagacion. Para la adaptacion de un protocolo de multiplicacion in
vitro de pitahaya amarilla y roja (Selenicereus megalanthus e Hylocereus
polyrhizus respectivamente), se evaluaron cinco medios de cultivo
reportados en la literatura (Tabla 4), empleando como explantes segmentos
de cladodio apical, intermedio y basal (Figura 5) y siguiendo el mismo
procedimiento de desinfeccion, siembra e incubacion descrito en la fase de

establecimiento.

Para explicar los resultados se realiz6 un analisis de varianza para un disefio
completamente aleatorizado con diez repeticiones por tratamiento, en un arreglo

factorial con tres factores controlados:

Amarilla
Especie con dos niveles: Roja
Apical
Tipo de explante (segmento de cladodio) Intermedio
con tres niveles: Basal
(
Medios de cultivo con cinco niveles: M1
(ver Tabla 4) M2
< M3
M4
M5
\

Los 30 tratamientos resultantes de la combinacién particular de los factores, se

ilustran en el Anexo 8.
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Al igual que en la fase de establecimiento, se evaluaron como variables de

respuesta:

El nimero de brotes por cada explante (con transformacion V¥ 1 0.5)

La longitud del brote uno (primer brote emitido)

Ademas, se reportd presencia/ausencia de callo y presencia/ausencia de raices.

Figura 5. Fragmentacion de cladodio
para la obtencion de explantes en fase
de micropropagacion. a. segmento
apical, b. segmento intermedio, c.
segmento basal. (Fotografia de la
autora. Distancia focal 6 mm. NIKON
E5400).

- Etapa de Aclimatacion. Primera parte. Evaluacion de la respuesta de las
plantulas a la exposicion al medio externo: El porcentaje de sobrevivencia y
otros aspectos asociados al crecimiento, fueron evaluados durante dos
meses sobre vitroplantulas de pitahaya de 60 dias, enraizadas y con al
menos un brote. Estas se sembraron sobre cuatro tipos de sustrato,
dispuestos en recipientes plasticos con una capacidad de 355 cc, a los
cuales se les agreg6 hasta el 75% del volumen del recipiente. El ensayo se
establecié en un invernadero ubicado en la ciudad de Armenia a 1450
msnm, con humedad relativa de 71%, temperatura promedio de 23-24°C e
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intensidad luminica de 2200 lux; las plantulas de cada sustrato se
expusieron a dos microambientes, uno con una atmosfera saturada de
humedad (compartimentos de 44 cm de ancho x 46 cm de largo x 44 cm de
fondo cerrados en plastico calibre 4mm) a 35 °C y el otro con las
condiciones del invernadero (humedad relativa de 71% y temperatura

promedio de 23-24°C) (Figura 6), aplicando un riego semanal.

Durante los primeros ocho dias después del transplante directo, las
plantulas permanecieron cubiertas con un recipiente plastico de igual
capacidad volumétrica, al cual se le hicieron pequefias perforaciones 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 retird definitivamente el recipiente que las cubria (Villalobos et
al., 1993).
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a b

Figura 6. Detalles del ensayo para aclimataciéon de vitroplantulas de pitahaya
amarilla en condiciones de invernadero mostrando los dos microambientes. a.
Microambiente generado en el compartimento con una humedad del 100% y
35°C. h.Microambiente generado en el invernadero con una humedad del 71%
y 23-24°C. (Fotografia de la autora. Distancia focal 6 mm. SONY DSC-T7).

Para explicar los resultados se realiz6 un andlisis de varianza para un
disefio completamente aleatorizado con cinco repeticiones por tratamiento,

en un arreglo factorial con tres factores controlados:

Mayor de 4 cm (4 a 10 cm)
Tamafio de la plantula 3\ Menor de 4 cm (1 a4 cm)
100% y 35°C
Microambiente ) 71%y 23-24°C
(Humedad relativa y temperatura) ~
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p
Sustratos Suelo

Arena
Vermiculita

Suelo: arena: turba (1:1:1)

\

Los 16 tratamientos resultantes de la combinacion particular de los factores,

se ilustran en el Anexo 9.
Como variables de respuesta se evaluaron:

e Porcentaje de aumento en peso de la plantula

e Numero de brotes por cada explante (con transformacién vx + 0.3
e Porcentaje de aumento en la longitud del brote mas largo

e Longitud final de la raiz

Segunda parte. Caracterizacion morfoanatdmica general de vitroplantulas: Se
realizd una caracterizacion morfo-anatomica preliminar para comparar los tejidos
de vitroplantas en fase de aclimatacion con plantulas obtenidas a partir de semilla
sexual y plantas maduras propagadas a partir de estacas de cladodio, siguiendo el
protocolo descrito por Morales (2002), en condiciones del laboratorio de Biologia

de la Universidad del Quindio:

- Sobre material fresco se realizaron cortes transversales a mano alzada de
los cladodios y hojas cotiledonares, los cuales se depositaron en cajas
Petri con agua y se seleccionaron los cortes mas finos (flotantes).

- Los cortes escogidos por cada estructura se pasaron a otras cajas Petri con
diferentes colorantes (safranina, fuscina &cida, verde malaquita, azul de

metileno, lugol, verde yodo) para tefiir y resaltar los tejidos particularmente.
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- La tincion de los tejidos se realiz6 durante un minuto y posteriormente se
lavaron las muestras con agua destilada; con los cortes escogidos se
realizaron micropreparados.

- Se protegieron los cortes tefiidos con cubreobjetos, observando vy
registrando las imagenes al microscopio en 3.2, 10, 40 y 100x.

- Se realizaron descripciones de los tejidos y las células identificadas por
comparacion con imagenes de textos como los de Esau (1977) y Paniagua
et al., (2007).

- Con los resultados obtenidos se construyeron descripciones técnicas con

base en Paniagua et al., (2007).

3.2UTILIZACION DE METODQS DE E’ROPAGACION DE PITAHAYA
AMARILLA EN LA EVALUACION DE DANO POR HONGOS

HIPOTESIS: Algunos de los métodos de propagacion permitiran reproducir las
enfermedades pudricion basal del fruto y pudricién del tallo, en condiciones de
laboratorio a partir de patégenos aislados y purificados, estableciendo las bases
para estandarizar un protocolo que permita la evaluacion de materiales de

pitahaya amarilla.

Con el fin de explorar el empleo de algunos métodos de propagacion en la
evaluacion de dafio por hongo, se realizaron tres ensayos que consistieron en
infectar frutos, vitroplantulas y estacas con hongos aislados a partir de plantas
que desarrollaron las enfermedades pudricion basal del fruto y pudricién de la
penca.

La metodologia empleada en estos ensayos se describe a continuacion:
3.2.1 Aislamiento de Agentes Patégenos. En el Municipio de Bolivar,

Departamento del Valle del Cauca (Vereda El Edén, corregimiento de Primavera,
finca La Esperanza, a 1681msnm, 4°36° 80" Ny 76°25" 75" W; Vereda el Edén
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Alto, corregimiento de Primavera, finca La Pradera, a 1676 msnm, 4°36" 68" "N,
76°26° 72”7 W) y en el Banco de Germoplasma de Pitahaya UNAL Palmira se
tomaron muestras de frutos y estacas de pitahaya amarilla afectados por la
pudricion basal del fruto y la pudriciébn de la penca en estado intermedio de
afeccion (Araujo y Medina, 2008).

Las muestras se cubrieron con papel absorbente y se dispusieron en bolsas zip
plock dentro de una nevera de icopor para su transporte al laboratorio de
microbiologia de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, donde se les

aplico el siguiente protocolo (Agrios, 2005; Araujo y Medina, 2008):

- Corte con bisturi estéril del borde de un area afectada con sintomatologia
tomando aproximadamente 5 mm de tejido afectado y tejido sano.

- Inmersién en detergente concentrado Tween 20 y lavado con abundante
agua, durante una hora.

- Desinfeccion con hipoclorito de sodio (5%), lavado con agua destilada
estéril, secado con toalla de papel estéril e inmersion en etanol al 70%
durante un minuto.

- Enjuague con agua destilada estéril y secado con papel toalla estéril.

3.2.2 Cultivo de Hongos. El tejido desinfectado, se sembré en cabina de flujo
laminar en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA - Merck, acidulado con
acido lactico al 25 %), disponiendo cinco trozos por placa Petri e incubando a
temperatura ambiente (26+2°C) durante 3-4 dias. Entre los cinco a siete dias
siguientes, se verifico el crecimiento micelial obtenido y se purificaron colonias en
siembras sucesivas, alcanzando hongos purificados para realizar pruebas de

patogenicidad (Araujo y Medina, 2008).
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3.2.3

Pruebas de Patogenicidad. Con las cepas de hongos purificados, se
realizaron varias pruebas de inoculacion con el objetivo de conocer la
susceptibilidad de accesiones de pitahaya amarilla seleccionadas vy
determinar asi la respuesta de las plantas a la infeccién:

Ensayo en laboratorio sobre frutos.
Ensayo in vitro sobre cladodio de vitroplanta

Ensayo en invernadero sobre estacas.

Ensayo de laboratorio sobre frutos. Inoculacion con y sin puncién, de una
muestra de micelio de dos cepas provenientes de fruto y una cepa de
penca, sobre frutos con 15-20 cm de estaca en estado de desarrollo dos
(segun la NTC-3554 1996 y la caracterizacion de Pefuela, 2004), tomados
de un cultivo de dos afios de edad del Municipio de Roldanillo, Vereda La
Armenia, Finca La Esperanza.

Ensayo in vitro sobre cladodio. Se inocul6 con y sin punciéon, una muestra
del micelio de tres cepas provenientes de fruto, sobre la parte basal de un
cladodio de dos meses, obtenido a partir de cultivo in vitro de hojas
cotiledonares de pitahaya amarilla.

Ensayo de invernadero sobre nuevos cladodios. Inoculacion con y sin
puncién de un mililitro de una dilucién 1 X 10 ® unidades formadoras de
colonias (UFC) de tres cepas provenientes de fruto y dos de cladodio, 15
cm por debajo del apice de un brote de cladodio. Los puntos de inoculacion
permanecieron cubiertos con papel vinilpel durante 72 horas, para formar

una camara humeda alrededor del in6culo.

En cada uno de los ensayos, después de inoculadas las plantas, se registro la

sintomatologia observada dia a dia. Adicionalmente se cuantificé el porcentaje de

plantas enfermas y el area de la lesion en milimetros. Un resumen de los ensayos

se presenta en la tabla 5.
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Tabla 5. Resumen de los ensayos para evaluar susceptibilidad a hongos en pitahaya amarilla.

Caracteristicas del
Ensayo

In vitro

Tipo de Ensayo
Laboratorio

Invernadero

Tipo de inoculacién
Origen de las cepas
Parte evaluada

Cepas evaluadas*

Conservacion del
ensayo

Duracién (dias)
Edad de material
vegetal

Tiempo de cepas (dias)
Disefio Experimental

Micelio directo
Fruto
Parte basal del cladodio

3 Fusarium spp.

Cepa C, Cepa Ca, Cepa
C1

Caja Petri

8
3 meses

7-8

Completamente al azar
(2 métodos puncién y
sin puncion, 3 cepasy 1
testigo negativo, 3
repeticiones)

Micelio directo
Fruto (2) y Cladodio (1)

Punto de insercién del
fruto a la estaca

3 Fusarium spp.
Cepa C, Cepa Ca, BG

Camara humeda

12

15-20 dias después de
fructificacion (estado de
maduracion 2)

5

Completamente al azar
(1 método, 3cepasy 1
testigo negativo, 3
repeticiones)

Dilucién 1 X 10 °

Fruto (3) y Cladodio (2)
Area terminal de
cladodio (15 cm por
debajo del apice)

Fruto 3 Fusarium spp.,
cladodio 1 Fusarium sp.
y 1 desconocido
Invernadero

20
Seis meses

4-6

Completamente al azar
(2 métodos punciény
sin puncién, 5 cepasy 1
testigo, 3 repeticiones)

*Las cepas inoculadas en condiciones de invernadero fueron identificadas con los siguientes cédigos: C, Fzb,

CA, BG y BG,.

3.2.4 Pruebas de Identificacion. Reproducidos los sintomas de la enfermedad
se identifico el agente causal con base en el manual ilustrado para la identificacion
de Fusarium spp. de Nelson et al., (1983) y los Protocolos de Calle (2005). Al
mismo tiempo, se tomaron muestras de la lesion, se cultivaron y purificaron para
la re-inoculacion en condiciones de invernadero, sobre estacas de un material de
pitahaya roja de la especie Hylocereus polyrhizus y tres materiales de pitahaya
amarilla Selenicereus megalanthus que presentaron la mayor variabilidad
genética segun el analisis molecular (RAMSs) realizado a la coleccién del banco de
germoplasma UNAL Palmira (Martinez et al., 2009) (Tabla 6). Los materiales

inoculados se observaron diariamente por un periodo de 30 dias.
Para la evaluacion se consideraron las variables presencia/ausencia de lesion y

area de lesion, sobre tres repeticiones y un control, en un disefio completamente

al azar.
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Tabla 6. Ensayo fitopatolégico para evaluar la susceptibilidad de algunas accesiones del Banco de
Pitahaya UNAL sede Palmira.

Especie Procedencia Numero de coleccién en el
Municipio, Vereda, Finca, Altitud, Banco de Germoplasma
No. de identificacion UNAL sede Palmira
Amarilla Roldanillo, La Armenia, La Esmeralda 170-04-016-1

No.16. 1400 msnm.

Amarilla Boyaca, Chitaraque, Guamito. No. 12 170-01-012-1
1678-1693 msnm.

Amarilla Bolivar, La Esperanza. No. 18 170-04-018-1
1450 msnm.
Roja Darién, alrededores Lago Calima, Cadigo por asignar

Jiguales, Villanora, sin namero. 1450

msnm

Todos los analisis estadisticos de este trabajo se realizaron con el programa
Statistix 8.0 para un nivel de significancia del 5%.

3.3ELABORACION DE MATERIAL PARA DIFUSION.

Se elaboraron protocolos para propagacion de la especie tomando como
referencia la norma nicaragiiense de procedimientos para la certificacion y
acreditacion de viveros de pitahaya (2003) y el manual técnico de manejo de los
viveros para la produccion y distribucion de pitahaya Selenicereus megalanthus e
Hylocereus undatus en Colombia (ICA, 2011). En ellos se describen los aspectos
basicos para la seleccibn y obtencidbn de propagulos, los tratamientos de

desinfeccion y recomendaciones para la siembra.

75



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 METODOS DE PROPAGACION

4.1.1 Propagacion por semilla sexual

Caracterizacion de la semilla.

-Descripcién morfolégica: Con base en la categorizacion propuesta por
Werkler (1997), las semillas de pitahaya pueden clasificarse por el contorno
de una seccidén longitudinal, en forma de C; presentan un area abultada y
otra acuminada, con una testa de coloracién uniforme negra brillante, de
consistencia coriacea (figura 7a), con hilio notorio (Paniagua et al., 2007) de
coloracion café. En una baja proporcion, cinco semillas por cada 100, se
presentan semillas aplanadas y con una coloracion rojiza (figura 7b), en
ambos casos, se encuentran rodeadas de abundante mucilago cristalino;
en la especie roja el tamafio puede clasificarse como pequefio a medio
(hasta 2.0 mm de longitud) y en la amarilla como de tamafo grande (mayor
de 2.0 mm de longitud) (Werklegr, 1997). En Selenicereus megalanthus
éstas alcanzan un tamafio promedio de 4.7 mm de largo, 2.5 mm de ancho
y 1.8 mm de grosor, lo cual equivale aproximadamente a dos veces el
tamafo de Hylocereus polyrhizus (2.2 mm de largo, 1.6 mm de ancho y

1.03 mm de grosor).
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Figura 7. Caracteristicas de la morfologia externa de
semillas de pitahaya amarilla. a. Testa de una semilla
normal en fase de germinacion, nétese la coloracion negro
brillante (X0.7) b. semilla aplanada de coloracién rojiza.
(X1.5). (Fotografias de la autora).

Estos datos contribuyen a la caracterizacion de la semilla de pitahaya
amarilla, ya que dentro de las accesiones del banco de germoplasma
evaluadas por Caetano (2010), los caracteres morfolégicos que mostraron
mayor variabilidad se encuentran relacionados al fruto y corresponden a la
longitud del fruto, al peso del jugo y la pulpa y al nimero de semillas (entre
41 y 800 semillas/fruto); resultados semejantes para Hylocereus undatus
fueron reportados por Castillo-Martinez et al., (2005).

Como lo plantean Flores et al., (2009), especies hemiepifitas, como las de
pitahaya amarilla, suelen tener semillas pequefias, se producen en gran
cantidad y son finas, lo cual constituye una estrategia para asegurar una
dispersion exitosa, aspecto caracteristico en las Cactaceas debido a que
cuando los recursos que pueden destinarse a la reproduccién son limitados,
se aumenta el numero de semillas por individuo, aun cuando esto implique
producir semillas mas pequefias (Dalling 2002). En general, las semillas

pequefias son mas aptas para la dispersion (Matilla, 2003).
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Eliminada la testa de la semilla de pitahaya, se encuentra el embrién de
color blanco, rodeado de una cuticula fuertemente adherida (Werklegr,

1997) de coloracion café claro, con la cicatriz del rafe persistente (Figura 8).

Figura 8. Semillas de pitahaya amarilla. a. Semilla con la testa, b. Embrién envuelto en la
cuticula. c. Detalles de la cuticula o tegumento interno. d. Embrién sin la cuticula. (X2.5).

(Fotografias de la autora).

Los cotiledones se ubican uno con respecto al otro, en posiciéon dorsal y
ventral, o con ubicacion lateral, este ultimo con una baja frecuencia (1/50).
Asi mismo, se encuentran embriones con cotiledones profundamente

lobulados presentando entre tres y cuatro I6bulos (Figura 9).
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Figura 9. Morfologia de los cotiledones de pitahaya amarilla. a. posicion
dorso-ventral. b. posicién lateral. c. Cotiledones divididos en tres |6bulos
(X1.5). (Fotografias de la autora).

- Peso de 1000 semillas. Con base en la formula empleada, se estableci6
gue el peso de las semillas de pitahaya amarilla con respecto a la pitahaya
roja es aproximadamente 3:1, con un valor de 7.7 g para pitahaya amarilla y
2.4 g en la especie roja. El peso total de la semilla est4 determinado por el
tamafo, por su estructura y el contenido de las células de los diferentes
tejidos (Werklegr, 1997); en este caso, los cotiledones y el eje hipocotilo-

radicular aportan el 75% con respecto al peso total de las mismas.
-Descripcidn anatémica.
En el corte histologico de pitahaya amarilla, se pueden diferenciar las partes

constitutivas del embrién, como son: cotiledones, meristemo epicotileo, eje

hipocotilo-radicula, radicula y procambium (Figuras 10-13).
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Figura 10. Caracteristicas anatémicas del embriéon de
pitahaya amarilla. a. Cotiledones. b. Meristemo epicotileo.
c. Eje raiz-hipocétilo. d.Radicula. e. Procambium. f. Rafe.
g. Cuticula o tegumento interno. (X4). Safranina y
Fastgreen. (Fotografia de la autora).
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Figura 11. Detalles de los cotiledones y la
cuticula de la semilla de pitahaya amarilla. (X10).
Safranina- Fastgreen. (Fotografia de la autora).

Figura 12. Detalles del meristemo epicotileo en embriones de
pitahaya amarilla (flecha). (X10). Safranina- Fastgreen.
(Fotografia de la autora).
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Figura 13. Detalles de la radicula y el procambium en embriones de
pitahaya amarilla. (X10). Safranina- Fastgreen. (Fotografia de la
autora).

En los cortes histolégicos de las semillas de pitahaya roja, se identificaron las
mismas estructuras (Figura 14), aunque en ellas se observo el procambium en las

dos terceras partes del eje raiz-hipocatilo.
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Figura 14. Caracteristicas anatomicas del embrion de pitahaya roja.
a. Cotiledones. b. Meristemo epicotileo. c. Eje raiz-hipocétilo. d. Radicula. e.
Procambium. (X4). Safranina y Fastgreen. (Fotografia de la autora).

Caracterizacion Fisioldgica.

- Contenido de Humedad. Los registros de contenido de humedad en
semillas de pitahaya a 24 horas de extraccion del fruto, oscil6 entre 6.3% y
11.1% para pitahaya amarilla con un valor promedio de 8.9%; para pitahaya
roja el valor minimo fue de 5.8 y el maximo de 10.5% con un promedio de
8.1%.

Para predecir la respuesta de las semillas en almacenamiento, Hong y Ellis
(2007), proponen algunas asociaciones entre las cuales se encuentran las
caracteristicas de la semilla y, el contenido de humedad en la madurez,
aspecto que debe tenerse en cuenta para iniciar un estudio de tales
caracteristicas con esta especie.
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- Viabilidad. Con la exposicion de las semillas a la sal de tetrazolio durante
una hora a una temperatura de 40°C, se logré una tincion apropiada para
establecer los patrones topograficos asociados con la viabilidad de las
semillas de pitahaya amarilla (anexo 10). En las concentraciones 0.1% y
0.25% se logré una tincién tenue del eje embrionario y de los cotiledones,
areas donde se concentra la mayor actividad metabdlica de la semilla una
vez iniciada la imbibicién. Esto indica que la baja concentracion de
deshidrogenasas no permiti6 la reaccion con el tetrazolio a dichas
concentraciones (Victoria et al., 2006). Con concetraciones de 0.5%, 0.75 y
1.0% se alcanzé la tincion de todo el embrion, lo cual indica viabilidad. La
radicula presentd una tincibn rojo intensa en la mayoria de las

concentraciones evaluadas.

En la tabla 7 se relacionan los patrones topogréficos obtenidos en la prueba

de tetrazolio.
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Tabla 7. Patrones topograficos desarrollados por embriones de pitahaya amarilla en la prueba de
tincion con tetrazolio (Fotografias de la autora. Las imagenes corresponden a X1).

CATEGORIA . .
No. DESCRIPCION FOTOGRAFIA
DE VIABILIDAD
— .
Viable ) o .
Embrion con tincién rojiza total
wrremmn
Embrion con ausencia de tincion en la parte —
terminal media de los cotiledones y la parte ventral
del eje epicotileo e hipocétilo radicular, la parte
dorsal del embrion, del eje epicotileo e hipocétilo
2 Viable radicular y la radicula tefiidos
) Embrion con todas sus estructuras tefiidas excepto
3 Viable

el 25% de los cotiledones en su parte terminal.
Estas tinciones dan lugar a plantulas con raices

poco desarrolladas.
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Tabla 7. (Continuacion)

Viable Embrién con tincion en la parte superior de los cotiledones y

en la parte dorsal del eje hipocotilo-radicular.

Embrién con tincion en la parte superior dorsal de los

Viable
cotiledones, eje hipocatilo radicular y ausencia de tincién en
la parte ventral de los cotiledones
Embrion con ausencia de tincién en todas sus estructuras
No
viable

No Embrion con tincién leve en la region radicular y el extremo

viable de los cotiledones
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Tabla 7. (Continuacion)

No

viable

Embrién con el pice radicular tefiido y ausencia de tincién en

las demas estructuras

- Germinacion.

Porcentaje de Germinacion: Tanto para S. megalanthus como para H.
polyrhizus, la germinacion se presentd bajo estimulo luminico con
valores superiores al 70%. En la familia Cactaceae, el fotoblastismo
positivo es muy frecuente y, puede darse inclusive con estimulos del
rojo lejano, lo cual les permite germinar aun cuando se encuentren por
debajo de la superficie del suelo en areas con alta luminosidad, como
es el caso de las pitahaya rojas o, en ramas con diferente grado de
sombra para las pitahayas amarillas en sus condiciones naturales
(Manzano, 2008). Estudios de Milberg et al., (2000 citados por Rojas-
Aréchiga & Batis, 2006) y Manzano (2008) en especies de esta familia
demostraron una correlaciéon entre el tamafio de la semilla y el
fotoblastismo, ya que la respuesta a la luz decrece al incrementar la

masa.

-Dias a germinacion. La variable dias a germinacién para las dos
especies de pitahaya evaluadas, presentd diferencias estadisticamente
significativas, indicando que la germinacion inicia en el dia dos y termina
en el dia nueve para S. megalanthus y desde el dia cuatro hasta el siete

en H. polyrhizus (Figura 15); el mayor nimero de semillas germinadas
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se presentd en los dias cuatro y cinco (Figura 16), con valores de 68

para la especie amarillay 78 para la roja.

60

50

A0

30
W amarilia

20 roja

10 I
n -
1 2 3 4 5 b ! ) q 10
Dias a germinacion

ramero de semillas germinadas

Figura 15. Porcentaje de germinacion de semillas de dos especies de
pitahaya (S. megalanthus y H. polyrhizus) en un periodo de 30 dias.

Amarilla + {

Especie

Roja } * {

Germinacion dia 5

Figura 16. Dias a germinacién en semilla sexual de pitahaya amarilla
y roja. La variable exhibe diferencias estadisticamente significativas, a
un nivel de significancia del 5%.
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Estos resultados sugieren que la especie roja aunque inici6 mas
tarde la germinacion, el dia cuatro, tiene mayor poder germinativo
(Correa, 1997), ya que completo el proceso en el 80% de las semillas
entre los dias cuatro y cinco, en tanto que la especie amarilla tardé

cinco dias para germinar una proporcion equivalente de sus semillas.

El tiempo de emergencia del embrion o del eje radicular también es
afectado por el tamafio de la semilla; hay estudios que correlacionan
positivamente el tamafo de las semillas y la plantula que produce
una vez germinada aquella; a veces las plantulas procedentes de

semillas pequefas sobreviven mas tiempo (Matilla, 2003).

-Secuencia de la germinacion. La secuencia del proceso de
germinacion de semillas de pitahaya amarilla descrita en la Tabla 8,
corresponde al tipo de germinacién epigea. Aunque solo se ilustra la
germinacion de pitahaya amarilla, en la pitahaya roja se observé una
secuencia semejante; las diferencias entre las especies se hicieron
evidentes al expandirse las hojas cotiledonares, ya que en las

pitahayas rojas éstas son alargadas, delgadas y de menor tamafio.
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Tabla 8. Descripcion de los eventos involucrados en la germinacion de pitahaya amarilla a partir de
la imbibicion de la semilla. (Fotografias de la autora. Las imagenes corresponden a X0.7 y X2).

DESCRIPCION FOTOGRAFIA

Fragmentacion de la testa a
partir del hilio
(dia 2)

/[ A
Emision y elongacion de la
radicula e
‘\"'\_ ——

(dia 3)
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Tabla 8. (Continuacion)

Elongaciéon del hipocétilo
(dia 4)

Elevacion del hipocétilo y
del meristemo epicotileo
(dia 5)

Emision de numerosos
pelos radiculares
(dia 6)
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Tabla 8. (Continuacion)

Pigmentacién y elongacién
del eje hipocotileo
(dia 8)

Emision de las hojas
cotiledonares
(dia 10)

Expansion de las hojas
cotiledonares
(dia 12)
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Tabla 8. (Continuacion)

Desarrollo del cladodio y
emision de aculeos a partir
(dia 18-20) W

de la plumula

La germinacion de los embriones con tres y cuatro l6bulos cotiledonares, dio lugar
a plantulas con hojas cotiledonares multilobuladas, las cuales continuaron su
desarrollo morfolégico sin diferencias con respecto a las plantulas de dos hojas
cotiledonares (Figura 17).

Y ey =
e f

Figura 17. Plantulas atipicas de pitahaya amarilla exhibiendo hojas cotiledonares
lobuladas y raices atrofiadas a. Plantula con una hoja cotiledonar parcialmente
lobulada. b Plantula con los I6bulos de las hojas cotiledonares profundamente
lobuladas c¢. Plantula exhibiendo en las hojas cotiledonares cuatro lobulos
profundamente divididos. d. Plantula con raiz normal. e y f. Plantulas con raices
escasamente desarrolladas (Fotografias de la autora, X1.0 a 1.5).
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- Relacién de plantulas normales, anormales y semillas no germinadas

con porcentaje de viabilidad.

La germinacion o no de la estructura o parte de la estructura con lesion
intencionada, ofrece la certeza acerca de la interpretacion de la viabilidad
de las regiones tefiidas (Victoria et al., 2006); no obstante, este estudio se
dificultdé por la fuerte reaccion oxidativa desarrollada por los embriones
lacerados, los cuales al ser tratados preventivamente con antioxidantes

como acido ascorbico, no presentaron respuesta positiva.

Los embriones en los cuales se realizaron cortes de algunas estructuras
fundamentales, dieron lugar a plantulas con las caracteristicas descritas en
la Tabla 9, de ellas cabe resaltar que los cortes en los cotiledones

estuvieron asociados con escaso o nulo desarrollo radicular.
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Tabla 9. Plantulas de pitahaya amarilla germinadas a partir de embriones con estructuras
fundamentales escindidas. (Fotografias de la autora. Las imagenes corresponden a X2 y
X3).

N DESCRIPCION DEL PARTE DE SEMILLA DESCRIPCION DE LA
0. .
CORTE SEMBRADA PLANTULA
1 Sin corte Embridon completo
Seccion final de los Eje embrional y 75% de los
cotiledones (25%) cotiledones
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Tabla 9. (Continuacion)

Secciéon media de los
cotiledones (50%)

Seccion cotiledones por
4 encima del meristemo

epicotileo

Seccion eje raiz-
5 hipocotilo por debajo del

meristemo epicotileo

Eje embrional y 50% de los
cotiledones

Eje embrional sin

cotiledones

Cotiledones
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Los cotiledones se elongaron
pero el alto nivel de oxidacion,
impidio el desarrollo del proceso

germinativo.



Tabla 9. (Continuacion)

. T Y
5 Seccién meristemo Meristemo epicotileo y eje
apical radicular hipocétilo-radicula
~
Seccion eje hipocétilo-
7 radicula, meristemo Radicula No hubo elongacién
epicotileo y cotiledones
Eje hipocdétilo-radicula, Los cotiledones se elongaron
8 Seccién 75% del meristemo epicotileo, 25%  pero el alto nivel de oxidacion,
cotileddn ventral del cotiled6n ventral y 100% impidi6 el desarrollo del proceso
del cotiled6n dorsal germinativo.
Eje hipocétilo-radicula, El cotiledon ventral se elongé

Seccién 100% del . o ] L
9 ) meristemo epicotileo, pero el alto nivel de oxidacién,
cotileddn dorsal o _ o
cotiledon ventral sin impidié el desarrollo del proceso

cotiledén dorsal germinativo

En el ensayo de germinacion sobre cuatro lotes de 100 semillas de pitahaya
amarilla, se observaron en promedio entre 84 y 91 semillas germinadas, y en la
prueba de viabilidad, se contaron entre 76 y 81 embriones completamente tefiidos;
los embriones sin tincion se asocian con las semillas no germinadas vy, las
tinciones parciales con plantulas anormales especialmente aquellas con hojas

cotiledonares reducidas y con raiz atrofiada (Tabla 10).
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Tabla 10. Relacion de plantulas normales, anormales y semillas no germinadas o muertas con el
numero de embriones viables y no viables de pitahaya amarilla.

Descripcion Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Repeticiéon 4
Germinacion
Semillas germinadas 91 84 89 90
Plantulas normales 89 81 88 87
Plantulas anormales 2 3 1 3
Semillas no 9 16 11 10
germinadas
Viabilidad

Semillas viables 66 69 68 61

Tincién rojiza total

Semillas viables con 14 12 12 20
tincion rojiza en la

mayor  parte  del

embrion y solo unas

partes sin tincion

Semillas no viables 20 19 20 19
Sin tincion, con
tincion tenue o con
tincion solo en la

radicula

-Porcentaje de Humedad. El analisis de varianza para contenido de humedad
de la semilla, permiti6 establecer diferencias estadisticamente significativas
debidas a la especie y a la interaccion especie*tiempo de almacenamiento
(Anexo 11). La especie roja presentdé menor contenido de humedad; en los
registros de semillas con tres meses de almacenamiento se evidencié un
incremento promedio de 0.4% en pitahaya amarilla, en tanto que en la roja se

registré un contenido interno de humedad 1.2% por debajo del promedio inicial.

El efecto del contenido de humedad en las semillas es probablemente el méas
importante de los factores que determinan la longevidad durante el
almacenamiento (Ellis y Obers, 1980; Ellis et al.,1982). La variacion en la
tolerancia de las semillas a la desecacién, puede ser atribuida a
caracteristicas intrinsecas de la planta y condiciones ambientales (bajo
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condiciones de estrés, la planta madre puede producir semillas con diferente
grado de humedad o de recalcitrancia); por ello, la fase final de maduracion -la
cual va acompafada por deshidratacion celular- es clave en la recolecciéon de
semillas para pruebas de almacenamiento, porque en este periodo, las
semillas adquieren la tolerancia para ceder a la deshidratacion, caracteristica
gue mejora su viabilidad y el potencial de almacenamiento (Magnistskly &
Plaza, 2007). Los contenidos de humedad registrados para este ensayo (entre
6 y 15%), permiten prever el potencial de las semillas para someterlas a

pruebas de desecacion con fines de almacenamiento.

-Porcentaje de Viabilidad. El andlisis de varianza aplicado a la prueba de
viabilidad, permiti6 identificar diferencias estadisticamente significativas a
nivel de los factores especie y tiempo de almacenamiento, asi como en la
interaccion especie*tiempo de almacenamiento (Anexo 12). EIl porcentaje
de viabilidad fue mayor en pitahaya amarilla (90%) y en las semillas con un
dia de extraccion.

Para las semillas de plantas Cactaceas, se ha encontrado que la pérdida de
viabilidad en condiciones de laboratorio (longevidad potencial), puede ser
muy variable entre las diferentes especies, ya que para algunas la viabilidad
decrece considerablemente durante un afio, mientras que otras pueden
mantenerla por mas de cinco afos. El estudio de la longevidad en
condiciones de campo es muy importante ya que puede estar asociada a la
conformacién de bancos de semillas, mecanismo mediante el cual, las
semillas pueden conservarse enterradas por largos periodos de tiempo
manteniendo su potencial germinativo (Rojas-Aréchiga y Batis, 2006). Asi
mismo, ofrece una informacién rapida cuando se proyecta el

establecimiento de un programa de almacenamiento.
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Rao et al., 2007, plantean que para el manejo eficiente de las colecciones
de germoplasma es crucial documentar los datos de viabilidad, ya que esto
permite al personal de banco tomar decisiones informadas para la

regeneracion oportuna del material.

- Porcentaje de germinacion.

Segun el andlisis de varianza, en el porcentaje de germinacién se
presentaron diferencias estadisticas significativas debidas a la especie,
el tiempo de almacenamiento e interaccion entre estos dos factores
(Anexo 13). La prueba de comparacion de medias, indica que el
porcentaje de germinacion fue mayor en pitahaya amarilla (90%) y que
este disminuye con el tiempo de almacenamiento (Anexo 14) (Figura
18).

100
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40
20 4
A0
10

mamarila

raja

Porcentaje de garminacion

1 2 3
Tiempo de extraccion del fruto

Figura 18. Interacciones de la variable transformada
Porcentaje de Germinacion de pitahaya amarilla y roja con
el tiempo de extraccion del fruto (un dia, 30 y 90 dias).

e Ensayos de Germinacion Métodos Convencional e In vitro. EI ANOVA para
la variable porcentaje de germinacion de las semillas de pitahaya mostré

diferencias significativas para los factores métodos de germinacion
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(convencional e in vitro) y tiempo de extraccion de la semilla. Asi mismo fue

significativa la interaccion entre ellos (Anexo 15).

Segun los resultados del andlisis de varianza se presentaron diferencias
estadisticamente significativas asociadas al método de siembra empleado,
a la iluminaciéon durante la germinacién, al tiempo de almacenamiento y a

las interacciones entre estos factores.

La prueba de comparaciéon de medias LSD, permitié establecer que por el
método convencional germinaron en promedio 77.5% semillas en
condiciones de iluminacién, mientras que en ausencia de luz esta variable
presento valores promedio de 21.7%. La interaccion de estos dos factores
muestra una germinacion del 82.66% en el método de siembra
convencional y del 72.5% en cultivo in vitro cuando se encuentran

expuestas a la luz.

Las semillas con mayor tiempo de extraccion del fruto, presentaron
menores porcentaje de germinacion, asi en las semillas con un dia de
extraccion del fruto este valor fue 75.7%; y disminuy6 en 7.2% para el lote
almacenado durante 30 dias. La diferencia entre los lotes de 30 y 90 dias,
fue de 0.7%. Resultados semejantes fueron reportados por Manzano (2008)

para una cactacea epifita.
La interaccion de los cuatro factores evaluados, muestra un promedio de
germinacion de 97% para ambas especies con un dia de almacenamiento,

en condiciones de luminosidad para el método de siembra en papel.

De otra parte, el ANOVA para la variable dias a germinacién, mostré

diferencias significativas asociadas al método de siembra, la iluminacion,
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tiempo de almacenamiento, interacciones entre las especies con estos tres

factores, e interacciones entre los demas factores (Anexo 16).

De la prueba de comparaciéon de medias para estos resultados (Anexo 17), se
puede observar que en el sistema de siembra in vitro, las semillas tardaron hasta
19 dias en promedio para germinar, mientras que en el método de papel el
promedio fue de 10.8 dias. De igual forma se noto el efecto de la luminosidad en el
cultivo in vitro, ya que en oscuridad la germinacién tardd hasta 16.5 dias, mientras
en condiciones de luz, este valor fue de 13.3 dias, tanto para la especie amarilla

como para la roja y, para los tiempos de almacenamiento.

Asi mismo, germinaron en menor tiempo las semillas con un dia de
almacenamiento (11.9 dias); en las semillas con 30 dias de almacenamiento la
germinacion se produjo a los 14.9 dias y, en el grupo de 90 dias, la germinacién
se dio a los 18 dias después de la siembra.

Segun Padilla y Encina (2003), la demanda mineral y hormonal durante los
procesos de germinacién en condiciones in vitro depende de las especies y esta
probablemente relacionado con la cantidad de reservas en las semillas. De igual
forma, Sanchez-Zamora et al., (2006), recalcan que el efecto de la composicion
salina del medio es muy marcado y que la adicion de reguladores del crecimiento,
puede disminuir la calidad del material evaluado. Brhadda et al., 2000 citado por El
Riachy (2007) sostiene la hipétesis de la mayor rapidez de la germinacion de los
embriones en comparacion con la de las semillas enteras, aunque sefiala que las
plantas procedentes de la germinacion de embriones son menos vigorosas que las
plantas obtenidas de semillas, atribuyendo estas diferencias al efecto nutricional
del endospermo.

Dado que en este ensayo ambas especies germinaron en un alto porcentaje sobre

papel estéril humedecido (método de germinacién sobre papel), puede decirse que
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la germinacién en condiciones in vitro solo requiere medios con bajas cantidades
de sales, sin suplementos hormonales, lo cual permite un desarrollo morfolégico
normal (Figura 19 a, b y d) aunque con formacion esporadica de callos en el area
radicular, esto debido a que los tejidos meristeméticos, no leflosos e
indiferenciados favorecen la formacion de estas estructuras (Merkle et al., 1995)
(Figura 19 c).

a b C d

Figura 19. Desarrollo de plantulas de pitahaya en cultivo in vitro a partir de semillas. a. plantula, b.
radicula y raices secundarias, c. formacién de raices adventicias en el extremo superior del
cladodio y, de callo basal, d. cladodio mostrando detalle del desarrollo de las areolas. (Fotografia
de la autora. Distancia focal 6 mm. SONY DSC-T7).

4.1.2 Propagacion Vegetativa

e Propagacion por estacas de tallo.

- Ensayo para pitahaya amarilla. NUumero de brotes: En este ensayo, la
evaluacion de la capacidad de brotacion o desarrollo de ramas a
partir de estacas en pitahaya amarilla, mostr6 diferencias
significativas asociadas al sitio donde fueron sembradas e,
interacciones entre los factores sitio*longitud, sitio*longitud*haces y

sitio*longitud*haces*4pice (Anexo 18).
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La prueba LSD de comparaciéon de medias (Anexo 19) muestra que en los sitios
Roldanillo y La Tebaida se presentaron los mayores promedios de emision de
brotes (2.5y 2.2 respectivamente) y difieren del sitio Armenia (invernadero) donde
este promedio fue bajo (0.9 brotes por estaca) (Figura 20). Asi mismo, la
interaccion sitio*longitud, permitid establecer que las estacas de un metro de
longitud desarrollaron mayor nimero de brotes (3.0 y 2.5) en los dos sitios de
campo evaluados. Las estacas de un metro de longitud, con haces expuestos y sin
apice, también exhibieron el mayor numero de brotes (4.0 y 3.2 respectivamente);
la brotacion se inicié a los 12 dias de establecido el ensayo en los sitios de campo,
en invernadero los primeros brotes se reportaron entre el dia 18 y el dia 20

después de la siembra.

Figura 20. Estacas de pitahaya amarilla establecidas en condiciones de campo e invernadero a.
Municipio de Roldanillo Valle del Cauca. b. Municipio de La Tebaida Quindio, c. Municipio de
Armenia (Las fechas sefialan los nuevos cladodios). (Fotografia de la autora. Distancia focal 6 mm.
SONY DSC-T7).

La aptitud para la multiplicacion vegetativa, por lo regular se ve afectada por la

edad, el tamafio y la ubicacion del 6rgano dentro de la planta (Margara 1988;
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Montoya 1994). Asi, con respecto al tamafio de la estaca Lopez et al., (2000) en
especies de pitahaya, observaron una ligera tendencia a obtener un namero
superior de brotes a mayor longitud de la estaca; Zee et al., (2004 citados por
Gunasena et al., 2007) recomiendan la propagacion de pitahaya roja a partir de
segmentos de 15 a 60 cm y reconocen que la longitud de la estaca acelera la tasa

de regeneracion de nuevos tallos.

La reserva de agua y carbohidratos que presentan las cactaceas en los cladodios,
les permite mantenerse vivas para soportar las condiciones adversas previas a la
brotacién epigea y al desarrollo radicular. De ahi la importancia del estado
nutricional de la planta donante y de la estaca al momento de la colecta (Puriy
Verma 1996; Segura et al., 1991; Montoya, 1994; Nkethia et al., 1998). Mientras
se alcanza el desarrollo radicular, es comun en las especies de la familia
Cactaceae la formacion de raices adventicias, las cuales se producen en las
zonas activas e hidratadas de los individuos por los microclimas que las rodean
(Llanes et al., 2009); este fendmeno se presentd con frecuencia en este ensayo,
especialmente cuando se expusieron los haces vasculares en la parte basal de la

estaca al momento de la siembra en campo.

También debe tenerse en cuenta que durante el proceso de enraizamiento se
producen continuas pérdidas de almidén y de azucares solubles en la base de la
estaca, que se comporta como fuerte sumidero de asimilados. Asi, la existencia de
frutos en la estaca durante la fase de enraizamiento establece un tipo de
competencia por los asimilados entre los frutos y la base de la misma lo que anula
la capacidad de enraizamiento de la estaca (Rallo y Del Rio, 1990). Por tanto, se
recomienda la eliminacién de brotes florales durante el desarrollo de los nuevos

brotes.

La porosidad del medio, es otro aspecto critico en la propagacion vegetativa ya

que permite la difusiébn de oxigeno a la base de la estaca, en la fase de desarrollo
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de raices. El tamafio de las particulas y las caracteristicas de retencion de agua
en el sustrato también determinan el aprovechamiento de agua en las estacas, lo
cual tiene un mayor impacto en la fisiologia del enraizamiento (Shiembo et al.,
1996). Por ello, es fundamental ofrecer porosidad al momento de la siembra para

el enraizamiento de las estacas.

Con respecto a la dominancia apical, se sabe que la remocién del apice, en las
especies de la clase magnoliosida, genera una reduccion o eliminacion de esta
dominancia permitiendo la produccién de nuevos brotes por los meristemos
axilares (L6pez et al., 2000; Salisbury & Ross, 2000). Al igual que en este ensayo,
donde se evidencié una interaccion estadisticamente significativa entre la longitud
de la estaca y la ausencia del apice sobre un mayor numero de brotes, Lépez-
Gomez et al.,, 2000 reportan una respuesta semejante para tres especies de

pitahaya roja.

- Ensayo para pitahaya amarilla.Longitud del brote 1: Para esta variable se
presentaron diferencias estadisticamente significativas debidas al sitio de
siembra y a la longitud de la estaca (Anexo 20). En condiciones de
invernadero, el brote nimero uno alcanz6 una longitud promedio de 63.3 cm,
mientras que en Roldanillo este valor fue de 47 cm y en La Tebaida de 31.7
cm. No obstante, los brotes del ensayo en invernadero aunque fueron mas
largos, posiblemente estimulados por el fototropismo positivo, desarrollaron
un diametro de 10 cm mientras que las estacas en condiciones de campo,
tuvieron en promedio 25 cm de grosor. También se observé que en las
estacas con una longitud de 50 cm el nuevo brote alcanzé una longitud de 80
cm en condiciones de invernadero con respecto a los sitios de campo, donde

la longitud del brote uno estuvo entre 22 y 52 cm (Figura 21).
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Figura 21. Longitud del Brote 1 en estacas de pitahaya
amarilla de 50 y 100 cm de largo, sembradas en condiciones
de campo en los Municipios de Roldanillo y La Tebaida (sitios
uno y dos) y de invernadero (sitio tres).

Con base en la prueba de comparacion de medias (Anexo 19), se pudo establecer
que las estacas con haces expuestos presentaron mayor longitud (53.58 cm) con

respecto al tratamiento con haces sin exponer (41.08 cm).

En pitahaya amarilla, Montoya y Clavijo (1998) identificaron seis estratos de
ramificacion, en los cuales la tasa de crecimiento se va incrementando del estrato
uno al seis (de abajo hacia arriba), con una progresiva ganancia en materia seca
en funcion de la interceptacién solar, lo cual coincide con este ensayo, ya que los
brotes bajeros (uno y dos), presentaron mayor longitud con respecto a aquellos
ubicados cerca del extremo superior de la estaca (tres, cuatro y cinco). Segun
Andrade et al., (2006), la elongacion de los brotes se mantiene en las cactaceas y
otras especies MAC aun durante el periodo seco del afio, porque los tallos

maduros proveen agua y azucares a los jovenes via floema.

-Ensayo para comparar pitahaya amarilla y roja. Numero de brotes: El

analisis de varianza mostr6 diferencias estadisticas significativas entre las dos
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especies al comparar el numero de brotes emitidos, en el ensayo de campo
realizado en el Municipio de La Tebaida (Anexo 21), presentandose un valor
promedio de 3.02 brotes en pitahaya roja (Figura 22) y, 2.1 en pitahaya

amarilla.

Ensayo para comparar pitahaya amarilla y roja. Longitud del brote 1. De
igual manera se presentaron diferencias estadisticamente significativas
asociadas a la especie, para la variable longitud del brote namero uno,
como se muestra en el anexo 22; alcanzando valores promedio de 42.7 cm

en la especie rojay, de 30.7 cm en la amarilla (Anexo 23).

7

Figura 22. Estaca de pitahaya roja
cultivada en el Municipio de La Tebaida
Quindio, exhibiendo numerosos brotes
(nueve brotes primarios y seis brotes
secundarios, éstos sefialados con flechas).
(Fotografia de la autora. Distancia focal 6
mm. SONY DSC-T7).
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Las estacas de pitahaya tanto amarillas como rojas, bajo el tratamiento con haces
vasculares expuestos en la parte basal, fueron 16 cm mas largas (54 cm) que

aquellas que conservaron el cladodio intacto (38 cm).

Segun Andrade et al., (2006), el crecimiento de las estacas de pitahaya esta
altamente influenciado por la disponibilidad de agua y la intensidad luminica, asi,
al evaluar el efecto del sombrio en épocas lluviosas y secas, reporté para H.
undatus mayor elongacién con intensidades luminicas intermedias (36 y 48% flujo
de fotones fotosintéticos); con mas agua en el suelo, la tasa de elongacion de los
tallos también se increment6. Para la Cactacea hemiepifita Selenicereus
megalanthus mejor adaptada a la sombra, aun con 90% de sombrio es minima la
reduccion de biomasa en épocas secas. Para este ensayo puede decirse que la
pitahaya roja por desarrollarse en ambientes xerofitos, respondio favorablemente a
condiciones climaticas mesofiticas como las del municipio de La Tebaida, las
cuales estan en el rango altitudinal optimo para el cultivo de pitahaya amarilla
(Caetano, 2010).

Frente a estos planteamientos y a los resultados obtenidos en este trabajo, puede
afirmarse que, el éxito en la formacion de nuevos cladodios en el establecimiento
de cultivos, se garantiza si se toman en cuenta aspectos asociados a la planta
como tal y al proceso de siembra. Los aspectos asociados a la planta, implican
tomar estacas a partir de cultivos maduros, de especimenes sanos y vigorosos,
libres de yemas reproductivas o florales. En cuanto a la siembra, es fundamental
darle un manejo técnico apropiado que evite la proliferacion de patdgenos a partir
de la herida generada por el corte, pero que contribuyan a activar los mecanismos
de defensa tanto en la zona dafiada (respuestas locales) como en areas distantes
no heridas (respuesta sistémica) (Lebn, 2004); en la selecciéon de un éarea de
siembra con intensidades luminicas apropiadas segun la especie, en terrenos

caracterizados por el buen drenaje y en una época con una pluviosidad adecuada.
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e Método In vitro

Etapa de desinfeccion: En la evaluacion de los tres protocolos de

desinfeccion para explantes de pitahaya a saber, hojas cotiledonares

y fragmentos de cladodio, no se observaron diferencias en cuanto a

la proliferacién de hongos (Tabla 12), tampoco se presentaron los

fendmenos de hiperhidratacion, necrosis y oxidacion o fenolizacion.

Los niveles de contaminacion estuvieron por debajo del 4%.

Tabla 11. Porcentaje de contaminacion asociado a hongos en tres protocolos de desinfeccion en
dos explantes de pitahaya amarilla y roja

Especie

Tipo de Explante

Pitahaya amarilla

Hoja cotiledonar

Segmento de cladodio

Hoja cotiledonar

Pitahaya roja

Segmento de cladodio

Protocolo de desinfeccion P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3
No. Total de 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
Observaciones

Explantes contaminados 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1

Porcentaje 33 33 33 0 6.7 33 33 6.7 3.3 0 6.7 33
Total de contaminacion 6/180 = 3.3 3/180 = 1.66 4/180 =2.22 3/180=3.3

Generalmente se considera que los tejidos de las plantas intactas y sanas son
asépticos internamente y que la principal tarea de limpieza de material para
explantes estd limitada a la esterilizacion superficial (Roca y Mroginski, 1993;
Montoya, 1994; Alvarado, 1998; Marulanda et al., 2010), lo cual permite deducir

que el protocolo empleado en este ensayo fue efectivo.

Cabe sefalar que la exposicion del explante hoja cotiledonar a concentraciones de
hipoclorito de sodio superiores al 3%, y de etanol por encima del 70%, por
periodos de inmersion de 10 minutos evitd la contaminacion, pero indujo la
acumulacion de clorofila en el medio de cultivo y un retraso en el crecimiento de
los explantes, por tanto, se recomienda la desinfeccibn con concentraciones

iguales o inferiores al 3%.
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- Etapa de Establecimiento. Pitahaya amarilla y roja se establecieron en
condiciones in vitro via organogénesis somatica, a partir de hojas cotiledonares
(Figuras 23a y 23b) y fragmentos de cladodio (Figura 23c) provenientes de

plantulas obtenidas de la germinacién de semillas sexuales.
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Figura 23. Vitroplantulas de pitahaya amarilla, en la fase de establecimiento. a.
formacién de raices en hoja cotiledonar; b. formacién de raices y brotes a partir de hoja
cotiledonar; c. plantula con nimeros brotes formados de explante hoja cotiledonar; d.
cladodio con raices, desarrollado a partir de segmento de cladodio. (Fotografia de la
autora. Distancia focal 10 mm. NIKON E5400).

Se presentaron diferencias significativas debido al medio de cultivo y al tipo de
explante (cladodio basal, intermedio y apical). En el medio de cultivo M3
suplementado con citocininas (BAP y Kinetina 2mg/L) y en los medios M1y M5 los
cuales contenian bajas cantidades de auxina (ANA) y citocinina (BA) se
alcanzaron los mas altos valores promedio en el nimero de brotes (cinco a
nueve), siendo mayor el nimero generado a partir de los explantes apicales e
intermedios (tres en promedio) (Anexo 24). En las vitroplantulas provenientes de
hojas cotiledonares se obtuvo un maximo de cuatro brotes por hoja. En los dos
tipos de explantes se logré enraizamiento para todos los medios, excepto en el
medio M4, el cual fue suplementado con ANA. La fase de establecimiento se

complet6 30 dias después de la siembra.
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La proliferaciébn de brotes en cultivo in vitro de pitahaya 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), Tidiazurén (TDZ) o Kinetina tanto en pitahaya roja
(Chen et al., 2003; Huang, 2002, Mohamed-Yasseen 2002) como en pitahaya
amarilla (Pelah et al.,, 2002). Para este ensayo se corrobora la accién de la

citocininas en la brotacion y enraizamiento.

- Etapa de Micropropagacion
o Numero de brotes: En la fase de micropropagacion, el analisis de
varianza para numero de brotes permiti6 establecer que se
presentaron diferencias estadisticas significativas debidas a la
especie, al medio de cultivo, al tipo de explante e interacciones entre
la especie y el tipo de explante y, entre el medio de cultivo y el tipo

de explante (Anexo 25).

La prueba de comparacion de medias LSD (Anexo 26), indica que se presentaron
en promedio 3.2 brotes en la especie roja frente a 3.0 brotes en pitahaya amarilla;
el mayor nimero de brotes (6.6) se presentd en el medio de cultivo M3, el menor
en el M2 (1.4) y en los medios M1, M4 y M5 entre 2.3 y 2.7 brotes por cada

explante.

A partir de los explantes apical e intermedio se form6 el mayor nimero de brotes
(3.6 y 3.2) con respecto al explante basal, donde solo se formaron en promedio
2.5 brotes. Asi mismo, la interaccion de este factor (tipo de explante) con la
especie, permite establecer que en la especie amarilla los explantes apicales
producen 3.8 brotes en promedio, y en la especie roja con explantes apicales e
intermedios se forman 3.6 y 3.5 nuevos brotes.
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Con respecto a la interaccion medio de cultivo por tipo de explante, se pudo
establecer que en el Medio M3 se produjeron 5.1, 5.6 y 9.1 brotes a partir de los
explantes basal, intermedio y apical; en el medio M2 se produjo el menor nimero

de brotes con explantes apicales (1.1) y basales (1.3) (Figura 24).
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Figura 24. Numero de brotes desarrollados a partir de segmentos
apicales, intermedios y basales de cladodios de pitahaya amarilla y roja
evaluados en cinco medios de cultivo. 1. Explante apical, 2. Explante
intermedio, 3. Explante basal.

Para la micropropagacion de cactus se han utilizado diferentes explantes (Drew,
2002 y Ordoiiez, 2003), y medios de cultivo, pero el medio basal de Murashige y
Skoog (1962) ha sido recomendado como el mas adecuado, al suplementarlo con
reguladores de crecimiento, especialmente con bajos niveles de auxina en
combinacion con niveles moderados a elevados de citocinina para la proliferacion

axilar (Hubstenberger, et al., 1992 citado por Ordofiez, 2003). Lo cual coincide con
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este ensayo, ya que los medios 1, 3 y 5 se caracterizan por presentar

concentraciones moderadas de Auxina (ANA) y Citocininas (BA, Kinetina).

Con respecto al numero de brotes laterales y sublaterales, los mayores valores se
obtuvieron a partir de explantes intermedios, con especial predominio en los
medios M1, M4 y M5 (Figuras 25, 26 y 27).
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Figura 25. Nimero de brotes laterales obtenidos a partir de explantes
apicales, intermedios y basales en la micropropagacion de pitahaya
amarilla 'y roja.
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Figura 26. Brote lateral formado a partir de explante
intermedio de pitahaya amarilla. (Fotografia de la
autora. Distancia focal 6 mm.NIKON E5400).

b

Figura 27. Formacién de mdltiples brotes a partir de fragmento
basal de cladodio de pitahaya amarilla, nétese a. un brote
apical, b. dos laterales y c. dos subapicales. (Fotografia de la
autora. Distancia focal 6 mm.NIKON E5400).

En el medio M3 se obtuvo el mayor niumero de brotes laterales a partir de
explantes basales. Para Mohamed-Yasseen (2002) la mayor proliferaciéon de

brotes en pitahaya roja se logré con explantes no apicales de la parte distal.
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A partir de explantes apicales e intermedios se formaron brotes tanto apicales,

subapicales, como basales y laterales (Figuras 28 y 29).

Figura 28 . Formacién de brotes en la fase de micropropagacion
a partir de segmentos de cladodio de pitahaya amarilla. a. brote
apical en explante apical, b. brote subapical en explante
intermedio. (Fotografia de la autora. Distancia focal 6 mm.NIKON
E5400).

Figura 29. Formacion de brotes basales (a) a partir de fragmento apical
de cladodio de pitahaya amarilla. Notese en formaciéon un brote lateral
(b). (Fotografia de la autora. Distancia focal 6 mm.NIKON E5400).
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El potencial organogénico de un explante es inversamente proporcional a su edad
fisiologica. A partir de secciones de tallo cercanas a los &pices caulinares se
puede producir mayor cantidad de meristemoides que a partir de la porcion baja
del tallo. Litz y Jarret (1993) plantean que los meristemoides o regiones
localizadas en células en divisidbn activa usualmente contienen varios organulos
con grandes cantidades de almiddén, del cual requieren durante la fase de

diferenciacion.

- Longitud del Brote: Para la variable longitud del brote, se registraron
diferencias significativas debido a la especie, al medio de cultivo, al tipo de
explante y, a las interacciones especie*tipo de explante y especie*medio de

cultivo*tipo de explante (Anexo 27).

Con relacién a la especie, en pitahaya roja los nuevos brotes alcanzaron mayor
longitud promedio (4.58 cm), mientras que en la especie amarilla ésta fue de

aproximadamente 3.0 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 (Anexo 26) con valores entre 3.4 y 3.6; en el medio M4, los

brotes alcanzaron una longitud de 3.1 cm.

Con relacién al tipo de explante, la prueba LSD indica que los explantes
intermedios produjeron brotes mas largos (4.5 cm), seguido de los explantes
apicales (3.75 cms); en los basales se alcanz6é una longitud de 3.08 cm.

Respuestas similares se presentaron en el brote nimero dos (Figuras 30y 31)

117



6,1 4  especie
- . — 1
[ ] <« 2
51 —
— B -
o 41+ -
— - 4
3,1 —
i Tipo de explante ]
21 -
1 2 3
Figura 30. Efecto del tipo de explante sobre la longitud de
nuevos brotes en segmentos de cladodio de pitahaya amarilla y
roja en fase de micropropagacion.
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Figura 31. Longitud de los brotes de segmentos de cladodio de
pitahaya amarilla y roja en fase de micropropagacion en cinco
medios de cultivo.

La interaccion especie*tipo de explante indica que en la especie roja los brotes
intermedios tuvieron una longitud de 5.5 cm, los apicales 4.2 cm y los basales 4.0
cm. En la especie amarilla lo brotes originados de segmentos intermedios

presentaron una longitud promedio de 3.5 cm.
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Con relacion a la interaccion medio de cultivo tipo de explante, la prueba de
comparacion de medias LSD (Anexo 26) muestra cinco grupos homogéneos,
encabezados por el M5 donde los brotes de explantes apicales alcanzaron
longitudes de 5.6 cm; el siguiente grupo lo conforman los medios M5, M4 y M3 con
longitudes de 4.7 cm para brotes provenientes de explantes intermedios; en el
grupo tres se ubican los medios M2, M1 y M3 con valores entre 3.8 y 4.2 cm para
brotes de explantes intermedios y basales; los medios M3, M1, M2 y M5
conforman el cuarto grupo con longitudes promedio de 3.3 a 3.5 cms en explantes
apicales y basales; finalmente en el grupo cinco se encuentran los medios M2 y
M4 con longitudes de 2.1 a 2.7 para brotes provenientes de explantes basales y

apicales.

De este analisis puede establecerse que los medios de cultivo empleados en el
ensayo tanto en la fase de establecimiento como en la de micropropagacion,
exceptuando el medio M4 (MS suplementado solo con ANA) ofrecieron al explante
una combinacién apropiada de hormonas que permitieron tanto la estimulacién de
la organogésis, mediante la cual se formaron nuevos cladodios con una morfologia
normal (Figura 32), como la proliferacién de raices. Cabe 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 Acido Indolbutirico IBA (auxina), lo cual incrementa costos y tiempo en
la obtencién de las vitroplantas.

119



a b

Figura 32. Vitroplantulas de pitahaya obtenidas a partir de segmentos de cladodio. Nétense
rasgos morfolégicos externos normales. a. especie roja, b. pitahaya amarilla.(Fotografia de la
autora. Distancia focal 6mm. SONY DSC-T7).

- Formacién de callos: En algunas plantulas (10%) obtenidas de la
germinacion de semilla sexual en condiciones in vitro (Figura 33), asi como en los
cladodios del medio de cultivo M4 se presentd proliferacion de callos; en las
plantulas de semilla sexual, el callo se formé principalmente en el area radicular,
mientras que en las vitroplantulas su desarrollo se dio tanto a nivel basal del
explante como en la mayoria de los puntos vegetativos de los cladodios (aredlas)
(Figura 34a). En el M4, esta respuesta estuvo asociada a altas concentraciones de
auxina en el medio, en este caso Acido Naftalenacético ANA. Segun Perea (2003)
y Lagos et al., (2009), la adicion al medio de cultivo de auxinas, sumado a la
capacidad enddgena que poseen las plantas de sintetizarlas, estimula la
formacion de callo. Pelah et al.,, (2002) encontré6 que en pitahaya amarilla, los
callos formados a partir de medios enriquecidos con ANA se caracterizaron por la
falta de desarrollo y su posterior muerte.
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Figura 33. Callo formado en la zona radicular de una plantula de
pitahaya amarilla obtenida a partir de la germinacion in vitro de semilla
sexual. (Fotografia de la autora. Distancia focal 6 mm.NIKON E5400).

Segun Margara 1988, la formacion de callo dificulta el crecimiento de vastagos y
raices, hecho que se observd en este ensayo, especialmente en el medio M4,
donde las raices fueron escasas y engrosadas (Figura 34b); para Krikorian, 1997,

la formacion de callo también puede generar menor estabilidad genética.
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Figura 34. a.Vitroplantulas obtenidas en el medio de micropropagaciéon M4 formando callos en la
base del explante (flecha) y en los puntos vegetativos de los cladodios (flecha). b. Notense las
raices escasas y engrosadas. (Fotografia de la autora. Distancia focal 6 mm.NIKON E5400).

El andlisis de varianza para la variable presencia de callos (Anexo 28), indica
diferencias estadisticamente significativas debidas a la especie y al medio de
cultivo, con mayor presencia de callo en la especie amarilla y en los medios M4,
M1y M5.

Por su consistencia, los callos de pitahaya obtenidos en este ensayo, pueden
categorizarse como friables y compactos; los primeros con dos caracteristicas
blancos y oxidados (Figura 35) y, los compactos con o sin pigmentacion clorofilica
(Figura 36 y 37). Segun 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 constituyen 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)
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(causantes de la oxidacién y fenolizacion en el cultivo in vitro) como indicadores
del estrés celular y como moléculas sefalizadoras de diferentes vias y procesos
metabodlicos (germinacion, mitosis, elongacion celular, senescencia, muerte
celular, lignificacion de tejidos, formacion de elementos cribosos del floema y
xilema, regulacion de la expresion génica asociada a estrés biotico y abidtico y
sistema de defensa contra patdgenos). Estas sustancias se han reportado
asociadas al incremento en la produccion de embriones sométicos en explantes
de coniferas, de Vitis sp. y Paulownia sp (Azofeifa, 2009). Para este ensayo, los

callos presentaron valores entre 2.0 mmy 5.5 cm.

Figura 35. Callos de consistencia friable oxidados obtenidos en la fase
de micropropagacion de pitahaya amarilla en el Medio de cultivo M4.
(Fotografia de la autora. Distancia focal 6 mm.NIKON E5400).
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Figura 36. Callos de consistencia compacta Yy
pigmentacién clorofilica obtenidos en la fase de
micropropagacion de pitahaya amarilla en el Medio de
cultivo M4. (Fotografia de la autora. Distancia focal 6
mm.NIKON E5400).

Figura 37. Tipos de callos obtenidos en pitahaya amarilla a partir de la
adicion de ANA al medio MS (M4). a. Callo compacto clorofilico, b.
Callo friable blanco, c. Callo friable oxidado. (Fotografia de la autora.
Distancia focal 6 mm.NIKON E5400).
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El subcultivo de los callos de pitahaya obtenidos en el medio M4 en un medio
enriguecido con 2,4D y Kinetina no genero diferenciacion (datos no presentados).
Segun Puri & Verma (1996), las altas concentraciones de auxina pueden inhibir la
diferenciacion de los callos. No obstante, se observd embriogénesis somatica a
partir de un callo obtenido en una semilla germinada en condiciones in vitro,

cuando se cultivd en el medio M3 (Figura 38).

Figura 38. Embriones soméaticos de pitahaya amarilla en fase
globular, formados a partir de callo desarrollado en plantulas de
pitahaya amarilla, germinada en condiciones in vitro a partir de semilla
sexual. (Fotografia de la autora. Distancia focal 6 mm.NIKON E5400).

Los embriones somaticos son estructuras bipolares que poseen un eje apical
radical, aisladas por tejido epidérmico y sin conexion vascular con el tejido
materno (Litz, 1993). El origen de los embriones sométicos envuelven los mismos
mecanismos genéticos que conllevan a la embriogénesis zigotica, con la ventaja
de poseer la misma combinacién genética de la planta de la cual se originan. La
embriogénesis somatica ofrece varias oportunidades en cultivares de importancia
econdmica como la produccién de semilla artificial, fuente de variacion somaclonal

y un sistema unicelular para induccion de mutaciones y seleccion (Perea, 2003).
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Su formacién esta asociada a la presencia de auxinas exogenas, la fuente de
nitrdgeno y otras sustancias como la sacarosa (Villalobos y Thorpe, 1993). Los

resultados de este trabajo pueden ser utilizados como base para tales efectos.

- Aclimataciéon: El porcentaje de aclimatacion de las plantulas de pitahaya
amarilla para este ensayo fue del 100%, lo cual coincide con los resultados de
Pelah et al., (2002) para S. megalanthus en condiciones de invernadero; para H.
undatus, Huang, 2002 reporta 86% de sobrevivencia; al igual que para otras
especies de cactaceas donde la sobrevivencia supera el 80% (Estrada-Luna et al.,
2008).

Segun los reportes bibliograficos, las hormonas empleadas durante la fase de
establecimiento o micropropagacion son determinantes para el desarrollo en
ambientes ex vitro, especialmente las citocininas, lo cual concuerda con este
trabajo; asi, Olivera, et al., (2000) en la aclimatacion de Gerbera jamesonii
lograron sobrevivencias entre 86.7% al 92.5% para explantes provenientes de
tratamientos con cinetina en comparacion con los de ABA. Segun Torrey (1976 en
Olivera et al., 2000) el efecto residual de cinetina prolonga la supervivencia y
mantiene altos niveles de proteina y clorofila en sus hojas, debido a que las
citocininas estimulan la sintesis de proteina al promover la maduracién de los
cloroplastos y retardar la senescencia de las hojas (Olivera et al., 2000). De igual
forma, el efecto residual de la sacarosa repercute en el vigor de las plantas
(Longford y Winwright, 1987) ya que incrementa la cantidad de carbohidratos
almacenados en los brotes y, por tanto, la energia disponible para 6rganos

eficientes fotosintéticamente.

En cuanto a las variables de crecimiento evaluadas, el analisis de varianza para el
incremento de peso (Anexo 29), permitié establecer que el tamafio y el sustrato
son los factores que mas influyen en la aclimatacion, ademas, que existe una

interaccion tamafo-sustrato, ambiente-sustrato y tamafio-ambiente-sustrato.
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La prueba de comparacion de medias (ANEXO 30) indica que el mayor aumento
de peso (3.1 gr) se presentd en los explantes con un tamafio por encima de cuatro
centimetros, cuando fueron cultivados en el sustrato arena bajo condiciones de
alta humedad relativa a 35°C, como las proporcionadas por el ambiente uno
(Figura 39).

Figura 39. Plantulas de pitahaya provenientes de cultivo in vitro, cultivadas en un ambiente
caracterizado por una atmésfera saturada de humedad. (Fotografia de la autora. Distancia
focal 6 mm. SONY DSC-T7).

De igual forma, el sustrato empleado influyé significativamente en la emisién de
nuevos brotes (Anexo 30), alcanzando valores promedio de 1.8 en arena, mientras
que en los sustratos suelo, mezcla (suelo:arena:turba) y vermiculita estos
oscilaron entre 0.75 y 1.35 (Anexo 31).

En cuanto a la variable incremento en la longitud del brote, el ANAVA (Anexo 32)

indica efecto debido al tamafo e interaccion tamafno-ambiente-sustrato.
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La prueba de comparaciéon de medias para esta variable (ANEXO 33), muestra
cuatro grupos homogéneos, el primero conformado por el sustrato suelo donde las
plantulas alcanzaron incrementos promedio en la longitud del brote mas largo de
3.1 cm; el segundo grupo los sustratos mezcla (suelo:arena:turba) y arena con
valores entre 2.0 y 2.5 cm; en el tercer grupo predomina el sustrato vermiculita con
valores promedio de 1.4 a 1.8 cm, y en el Ultimo grupo se registra nuevamente el
sustrato suelo con valores entre 0.6 y 1.3 cm (Figura 40). En todos los casos, la
mayor longitud se presentdé en el ambiente saturado de humedad con alta

temperatura (35°C).

— e

Figura 40. Plantulas de pitahaya amarilla en fase de aclimatacion
en las cuales se resaltan los nuevos brotes (a) y la elongacién de los
iniciales (b). De izquierda a derecha las plantulas fueron cultivadas en
sustrato suelo, arena, vermiculita y mezcla (suelo: arena: turba).
(Fotografia de la autora. Distancia focal 6 mm. SONY DSC-T7).

Con relacion a la variable longitud de raiz, ésta se vio influenciada por el tamafio
del brote y el sustrato, con interacciones ambiente-sustrato y tamafio-ambiente-

sustrato (Anexo 34). Las plantulas mayores de 4.0 cm, en el ambiente al 100% de
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humedad relativa para el sustrato arena, desarrollaron longitudes promedio de
14.34 cm; valores entre 7.0 y 10.3 cm se alcanzaron con la vermiculita; las
menores longitudes (3.4 a 4.7 cm) se observaron en los sustratos suelo y mezcla
(Figura 41) (Anexo 35).

Figura 41. Plantulas de pitahaya amarilla 60 dias después del transplante directo,
en las cuales se destaca el desarrollo radicular. (a) sustrato suelo, (b) sustrato
arena, (c) sustrato vermiculita y (d) sustrato mezcla (suelo:arena:vermiculita).
(Fotografia de la autora. Distancia focal 10 mm. SONY DSC-T7).

Los sustratos aportan elementos fundamentales para el desarrollo de las plantas,
asi, el suelo utilizado en este trabajo, clasificado como de textura franco-arenoso,
aporta minerales como fosforo (3 ppm), potasio (0,22 mg/100), calcio (5.3
mg/100), magnesio (0,6 mg/100) y 11% de materia organica. El sustrato arena,
favorece el drenaje y la aireacion requerida para el desarrollo de las raices,
ademas de macro y micronutrientes segun su procedencia (Burbano, 1987 citado
por Puerto et al., 1998). Las mezclas de suelo y arena equilibran las necesidades
de las vitroplantas y la turba, aporta una capa esponjosa enriquecida en carbono,
proveniente de la descomposicion de masas vegetales fundamentalmente
herbaceas (musgos del género Sphagnum, lirios de agua, juncos, etc.), que le
confieren propiedades higroscopicas, aportando retenedores de humedad al

medio (Agramonte, 1998). En esta experiencia, la vermiculita favorecié el
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desarrollo radicular por su porosidad, pero no contribuyé significativamente al
incremento en peso y longitud, lo cual sugiere un transplante a otro sustrato luego

del desarrollo de las raices.

La oxigenacion del medio ha sido siempre considerada como favorable al
enraizamiento (causa directa del desarrollo aéreo), por tanto, la eleccién del
sustrato se dirige siempre por la doble necesidad de asegurar a la vez
humidificacién y drenaje y, estos a una temperatura elevada (23 a 35°C como es

el caso de esta experiencia) favorece la rizogénesis (Margara, 1988).

No obstante, a menudo se encuentran correlaciones negativas entre la aireacion y
la capacidad de tomar agua del medio, por tanto, un balance entre estos permite
garantizar un o6ptimo enraizamiento, lo cual depende de si la especie es
xeromorfica o hidromorfica, de ahi la importancia de la fraccion organica en el

medio de enraizamiento para la retencion de agua (Offori et al., 1996).

- Caracterizacion morfo-anatomica: Debido a que las técnicas mas eficaces
en la aclimatacion de vitroplantas, son las que van encaminadas a lograr
gradualmente menos humedad relativa, mas luz, crecimiento autotrofico y un
medio séptico (Agramonte et al., 1998, en Pérez, 1998; Kyte y Klein, 1999), estos
resultados sugieren que después de la micropropagacion el grupo de plantulas
desarrollaron raices funcionales, una cuticula adecuada y la habilidad de controlar
el funcionamiento de los estomas para reducir el choque producido por la pérdida
excesiva de agua durante la aclimatacién, lo cual favorece el crecimiento
(PospisSilova et al., 1992, 1997, PospisSilova et al., 1999; Agramonte et al., en
Ponce, 1998; Majada y Sanchez-Tamés, 2003; Estrada-Luna et al., 2008).

La observacién de la morfo-anatomia de las plantulas de pitahaya en fase de

aclimatacion y su comparacion con plantulas provenientes de la germinacion de

semilla sexual y de segmentos de estacas maduras, permiti6é identificar algunos
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tejidos asociados al desarrollo de la planta en correspondencia con el estado y en

respuesta a las condiciones ambientales, como se describe a continuacion.

e Observaciones en plantulas desarrolladas a partir de semilla sexual: El
sistema de tejidos de la ldmina foliar de hojas cotiledonares de pitahaya,
estd formado por la epidermis adaxial, la epidermis abaxial y el meséfilo
(Figura 42).

Ep ad

Pcl
Ep ab

Figura 42. Plano general del corte transversal de hoja
cotiledonar de pitahaya amarilla. Ep ad: Epidermis adaxial,
Ep ab: Epidermis abaxial. Pcl: Parénquima clorofiliano.
(X10). Safranina. (Fotografia de la autora).

La epidermis consta de una sola capa de células de forma rectangular a cilindrica;
el mesofilo es pluriestratificado y conformado por células redondeadas, que
poseen una gran cantidad de cloroplastos (Figura 43); este tejido ocupa la mayor
parte del mesdfilo. En la epidermis se observan escasos estomas de tipo

anisocitico (Figura 44).
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Cl

Ep Pcl

Figura 43. Corte transversal de hoja cotiledonar de pitahaya
amarilla, mostrando detalles del tejido epidérmico simple y
parénquima clorofiliano. Ep: Epidermis, Pcl: Parénquima
clorofiliano, CI: cloroplastos. (X40). Safranina. (Fotografia de la
autora).

Figura 44. Detalle de los estomas en corte transversal de hoja
cotiledonar de pitahaya amarilla. (X40). Safranina. (Fotografia
de la autora).
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El cladodio de plantula proveniente de semilla sexual, estd compuesto por una
epidermis simple, un haz vascular y un parénquima de reserva. La epidermis,
consta de una sola capa de células ovaladas o cilindricas cubiertas por una

delgada cuticula (Figura 45).

Cu

Pq

Figura 45. Epidermis de cladodio de plantula de pitahaya amarilla proveniente de
semilla sexual. Cu. Cuticula; Ep. Epidermis; Pg. Parénquima. Flecha cloroplasto.
(X40). Azul de metileno-Rojo neutro. (Fotografia Gabriel Morales).

Cada vertice del cladodio consta de 10 a 15 capas de células parenquimaticas en
sentido vertical, de formas rectangulares, cuadrangulares, pentagonales grandes y
de paredes celulares delgadas, que tienen en su interior abundantes sustancias de

reservas alimenticias (Figura 46).
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Figura 46. Plano general del corte transversal de cladodio de plantula de semilla
sexual de pitahaya amarilla. Nétese el Parénquima Pq y el Haz vascular Hv. (X3.2).
Verde de metilo. (Fotografia de la autora).

El haz vascular, estd formado por tres paquetes de xilema y floema con
disposicion concéntrica en el corte, de tipo colateral cerrado; el xilema, consta de
10 o 12 capas de células hexagonales, rectangulares y cuboides, de paredes
gruesas; el floema, contiene 5 o 6 capas de células pequefias redondeadas
(Figura 47). En un corte tangencial se pueden observar traqueidas de tipo helicada
(Figura 48).
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Fl

Figura 47. Haz vascular de cladodio de plantula de pitahaya roja, germinada a partir de
semilla sexual. Xi. Xilema y Fl. Floema. (X10). Safranina. (Fotografia Grabriel Morales).

Figura 48. Traqueida helicada en corte transversal de cladodio de plantula
de pitahaya roja. (X40). Safranina. (Fotografia Grabriel Morales).
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e Observaciones en vitroplantulas: La epidermis, de vitroplantula esta
compuesta por una sola capa de células con paredes delgadas de formas
ovaladas y rectangulares cubiertas por una delgada cuticula; se puede
observar en ellas la formacién de primordios de raices adventicias, presenta
ademas estomas del tipo anisocitico, con 3 o 4 células acompafantes
(Figura 49).

Pra

Pa

Ep

Figura 49. Corte transversal de cladodio de vitroplantula de pitahaya roja. Pra células
meristematicas en diferenciacion de un primordio radicular adventicio; Ep. Epidermis
simple; Pa. Parénquima acuifero. (X10). Safranina. (Fotografia de la autora).

El haz vascular, es de tipo colateral cerrado, formando paquetes alrededor de la
meédula, (Figura 50); el xilema, esta formado por 4 o 6 capas de células
hexagonales, rectangulares y cuboides, de paredes gruesas. El floema, contiene

dos a tres capas de células pequefas redondeadas.
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Figura 50. Corte transversal de vitroplantula de pitahaya amarilla, mostrando detalles del
haz vascular. Xi. Xilema; Fl. Floema; Pm. Parénquima medular. (X40).Safranina.
(Fotografia Grabriel Morales).

En cladodio de vitroplantula en fase de aclimatacion, la epidermis se observa
pluriestratificada con siete a nueve capas de células, con paredes celulares
engrosadas y una capa de cuticula mas gruesa cubriendo la capa externa (Figura
51). Los estomas continlan presentandose escasos (Figura 52), los espacios

intercelulares son pequenos.
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Pa

Ep
Cu

Figura 51. Epidermis de vitroplantula de pitahaya amarilla en fase de aclimatacién. Cu:
cuticula; Ep: Epidermis pluriestratificada; Pa: parénquima acuifero. X40. Rojo neutro.
(Fotografia Grabriel Morales).

Es

Figura 52. Estoma (Es) en cladodio de vitroplantula de pitahaya amarilla
en fase de aclimatacion. (X10). Sin tincidn. (Fotografia Grabriel Morales).
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e Observaciones en cladodios de plantas maduras, propagadas a partir de
estacas de tallo: En cladodios de estacas maduras, se observaron seis
tipos de tejidos: epidermis estratificada, parénquima cortical, parénquima

medular, xilema, floema y esclerénquima.
La epidermis, compuesta por nueve a 11 capas de células con paredes muy

engrosadas, la primera capa cubierta por cuticula gruesa, células de formas
ovaladas a redondas (Figuras 53 y 54).

EpE

Figura 53. Detalle de la Epidermis Estratificada (EpE) en corte transversal de cladodio de
estaca de pitahaya roja. EpE: Epidermis estratificada; Flecha: Cristales. (X40). Rojo
neutro. (Fotografia Grabriel Morales).
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Figura 54. Detalle de la Epidermis Estratificada en corte transversal de cladodio de
estaca de pitahaya amarilla. Flecha cuticula. (X40). Rojo neutro. (Fotografia Grabriel
Morales).

Los estomas son abundantes y de tipo anisocitico (Paniagua, et al., 2007) (Figura
55).

Figura 55. Estomas tipo anisocitico en la epidermis de estacas maduras de
pitahaya amarilla. (a) estoma abierto y (b) estoma cerrado. (X40). Safranina.
(Fotografia Grabriel Morales).
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Son frecuentes en la epidermis de plantas xerofiticas, las interrupciones o
punteaduras de la pared celular permitiendo la comunicacion con las células
circundantes (Davila y Moncada, 2003); estas estructuras se observaron con
frecuencia en la epidermis pluriestratificada de estacas maduras de pitahaya tanto

amarilla como roja (Figura 56).

Figura 56. Células epidérmicas de cladodios de estacas maduras de pitahaya amarilla
exhibiendo adelgazamientos de las paredes celulares. (X40). Safranina. (Fotografia de la
autora)

El parénquima acuifero, se encuentra entre la epidermis y el esclerénquima,
contiene de 25 a 35 capas de células rectangulares, ovoides o esféricas entre la
epidermis de cada vértice o costilla, de paredes muy delgadas, carecen de
cloroplastos y poseen una gran vacuola rodeada por una estrecha banda de
citoplasma. La vacuola contiene mucilagos que embeben el agua reteniéndola
para soportar la sequia (Paniagua et al., 2007) (Figura 57). El parénquima medular

es concéntrico y ovoide de unas 30 a 40 capas de células grandes de formas
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ovaladas, hexagonales y pentagonales; de paredes delgadas y espacios

intercelulares pequerios (Figura 58).

EpE

Pa
Pc

Figura 57. Plano general del corte transversal de cladodio de estaca de pitahaya
amarilla. EpE. Epidermis Estratificada; Pc. Parénquima cortical; Pa.Parénquima
acuifero. (X3.2). Rojo neutro. (Fotografia Grabriel Morales).

-
&
Figura 58. Detalle del parénquima acuifero en corte transversal de cladodio de
estaca de pitahaya amarilla. EpE. Epidermis estratificada; Pa.Parénquima
acuifero. (X10). Rojo neutro. (Fotografia Grabriel Morales).
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El haz vascular, es de tipo perifloematico, formando un anillo ovoide alrededor de
la médula, (Figura 59); el xilema, comprende 5 0 6 capas de células hexagonales,
rectangulares, o pentagonales de paredes muy gruesas, que pueden formar
células parenquimatosas radiomedulares (Figura 60 y 61); el floema, es poco

visible y se encuentra entre el xilema y el esclerénquima.

Figura 59. Haces vasculares en cladodio de estaca de pitahaya amarilla. Nétese la
abundancia de haces vasculares con respecto a las vitroplantas. (X10). Safranina.
(Fotografia Grabriel Morales).
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Pm

Xi

Fl

Es

Figura 60. Haz vascular en corte transversal de cladodio de estaca de pitahaya amarilla.
Xi. Xilema; Fl. Floema; Es. Esclerénquima. (X10). Rojo neutro. (Fotografia Grabriel
Morales).

Figura 61. Detalle del xilema en haz vascular de cladodio de estaca madura de
pitahaya amarilla. Cp. Célula parenquimatosa radiomedular. (X40). Rojo neutro.
(Fotografia Grabriel Morales).
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El esclerénquima, se encuentra entre el floema y el parénquima cortical, forma
pequefios paquetes que contiene de 20 a 30 células de paredes muy gruesas de

formas simétricas (Figura 62).

Figura 62. Detalles del esclerénquima en haz vascular de cladodio de estaca
madura de pitahaya amarilla. (X40). Rojo neutro. (Fotografia Grabriel Morales).

Terrazas (2000), en el estudio filogenia de las cactaceas columnares
(Pachycereeae) con base en caracteres morfo-anatbmicos, reporta un grupo
monofilético asociado a Stenocereus, en el cual sus sinapomorfias son la
presencia de cuerpos de silice en las células epidérmicas e hipodérmicas. Las
inclusiones citoplasmaticas como los cristales, presentan diversidad de formas
desde simples como agujas (rafidios) hasta prismaticos como las drusas (Davila y
Moncada, 2003), los cuales han sido asociados como caracter taxonémico siendo
muy notorios, en este ensayo, en vitroplantas en una fase avanzada del proceso

de aclimatacion y en estacas de plantas maduras (Figuras 63, 64 y 65).
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Figura 63. Inclusiones citoplasmaticas tipo cristales - rafidios (flecha), en
tejidos de pitahaya en fase de aclimatacion. (X40). Rojo neutro.
(Fotografia de la autora).

Figura 64. Inclusiones citoplasmaticas tipo cristales - prismaticos en tejidos
de pitahaya amarilla en fase de aclimatacion. (X40). Azul de metileno.
(Fotografia de la autora).
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Figura 65. Inclusiones citoplasméticas tipo cristales - drusas en tejidos de
pitahaya en fase de aclimatacion. (X40). Rojo neutro. (Fotografia de la
autora).

Las aréolas también constituyen un importante caracter distintivo dentro de los
clados, ya que segun Terrazas (2000), especies con aréolas color café-rojizo
conformaron un grupo monofilético. En la figura 66, se ilustran detalles de aréolas

de pitahaya amarilla las cuales se encuentran rodeadas de tejido fotosintético, es

decir con abundancia de cloroplastos.

Figura 66. Aréolas de vitroplantulas de pitahaya amarilla con aculeos. (X4). (Fotografia de
la autora).
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En las vitroplantas de este ensayo se presentd un buen desarrollo radicular tanto a
nivel primario como secundario, asi mismo formacién de raices adventicias como
se muestra en la Figura 67. La rizogénesis es el fendmeno de organogénesis mas
implicado en la multiplicacién vegetativa; su estudio contempla interacciones
complejas de factores, dominado por el problema de la regulacion hormonal y en

particular por el papel de las auxinas en la organogénesis (Margara, 1988).

Figura 67. Formacién de raices adventicias en vitroplantulas de pitahaya amarilla. a. raices
adventicias desarrolladas, b. pelos radiculares de las raices principales. X10.

4.2 UTILIZACION DE METODOS DE PROPAQACION DE PITAHAYA
AMARILLA EN LA EVALUACION DE DANO POR HONGOS

La inoculacién de cepas aisladas de frutos y estacas con la enfermedad pudricion
basal del fruto y de la penca, permiti6 establecer que con el empleo de
vitroplantulas y de frutos, es posible reducir los tiempos de observacion del
desarrollo de la enfermedad, generando un test rapido para el establecimiento de
pruebas de patogenicidad sobre plantas en condiciones de invernadero. Estos

resultados se describen a continuacion.
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La evaluacion del agente causal de la enfermedad pudriciéon basal del fruto y
pudricion de penca, permitié establecer un complejo fungico asociado a Fusarium
oxysporum, lo cual coincide con los resultados de Araujo & Medina (2008). Para el
Valle del Cauca, una de las zonas con mayor produccion de pitahaya, estas
autoras reportaron cinco enfermedades fungosas, una bacterial, dafio por
nematodos y dafio por el complejo Fumagina; de las cuales lograron aislar en
condiciones de laboratorio 23 cepas fungosas, entre estas, 21 corresponden a
Fusarium sp. Las veintiln cepas aisladas de Fusarium sp presentaron las mismas
caracteristicas microscopicas y macroscopicas como colonias de micelio aéreo
abundante pigmentacion rosada en el anverso y reverso, textura afelpada y

algodonosa que corresponden con los resultados de este ensayo.

4.2.1 Ensayo in vitro sobre plantulas obtenidas por cultivo in vitro: Se
observé susceptibilidad ante la presencia de una de las tres cepas de Fusarium
sp. inoculadas, la cual se identific6 como Cepa C; los sintomas evidenciados
fueron una pudricion seca en el sitio de insercion del micelio caracterizado por una
coloracion rojiza (Figura 68), la cual se presento al cuarto dia de inoculacion. El
dia ocho se observé que la pudricién avanzaba por los haces vasculares, por tanto
se aislé observando que el desarrollo micelial en PDA aéreo fue blanco y el medio
se torné color purpura salmén (Figura 69a), correspondiendo a especies de la
seccion Liseola, Elegans y Martiella, encontrandose especies como F.
moniliforme, F. oxysporum y F. solani segun la descripcion de Nelson et. al.,
(1983) (Figura 69b).

La susceptibilidad del vitrocladodio a la infeccion por Fusarium spp., puede
asociarse al incipiente desarrollo morfoanatomico de las capas protectoras,

especialmente a nivel de epidermis y de esclerénquima.
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Figura 68. Lesion desarrollada en cladodio de vitroplantula de pitahaya amarilla a
partir de la inoculacién directa de micelio de Fusarium spp.

a b

Figura 69. Identificacion de agentes patégenos causantes de pudricion del fruto y de
penca en pitahaya amarilla. a. Cultivo de Fusarium spp. en PDA acidulado. Notese el
micelio algodonoso blanco y la coloracion purpura salmon del medio. b. Macroconidias de
Fusarium spp. (X40). (Fotografias Edicson Parra, UNAL Palmira, Laboratorio de
Microbiologia).

En Colombia, son pocos los estudios que se reportan para la seleccién de
materiales tolerantes o susceptibles de pitahaya, por el método in vitro (Carrefio et
al., 2007; Guerra y Betancourth, 2009; Salazar et al., 2009). No obstante, esta
prueba puede ser un método rapido y facil para conocer el estado de
susceptibilidad en un banco genético de cladodios y aportar informacion preliminar
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en un programa de mejoramiento de pitahaya amarilla, permitiendo la seleccién

preliminar de clones probables para ensayos en campo (Carrefio et al., 2007).

Ademas, ofrece las siguientes ventajas:
— Tiempo de ejecucion menor frente a pruebas en campo (cuatro
meses Vs cinNco a seis meses)
— Areas pequefias y empleo de poco material vegetal
— Control en la unidad y condiciones de muestreo (edad, tamario,
estado fisiolégico)

— Facilidad de manejo y monitoreo.

4.2.2 Pruebas de evaluacion en frutos con segmentos de estaca. La prueba
de susceptibilidad en frutos fue positiva para una cepa del género Fusarium sp.
diferente a la encontrada positiva en la prueba de vitroplantulas, la cual
corresponde a la cepa A. La accién del patbgeno se manifest6 como una pudricién
seca en la base del fruto al cabo del dia 8, con la aparicion de un amarillamiento
alrededor del sitio de puncion, posteriormente se expandio hasta cuatro a ocho cm
el dia 12. La respuesta fue positiva tanto para aspersidon como para puncion. Igual
respuesta fue reportada por Araujo y Medina (2008), solo que con apariciéon de
sintomas a partir del dia 12 después de la aspersion.

La lesién se inicid en el punto de insercidn entre el fruto y la estaca, luego avanzo

hacia el extremo apical del fruto, extendiéndose posteriormente hacia al fragmento

de estaca que la contiene (Araujo y Medina, 2008) (Figura 70).
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Figura 70. Desarrollo de la sintomatologia de la enfermedad pudricién basal del fruto,
generada por la inoculacién con Fusarium spp., en frutos de pitahaya amarilla.
(Fotografias Edicson Parra, UNAL Palmira, Laboratorio de Microbiologia).

4.2.3 Ensayo en Invernadero

e Evaluacion de Cepas de Fusarium spp. en estacas de pitahaya amarilla: El
andlisis de varianza para presencia-ausencia de infeccion en estacas
establecidas de pitahaya amarilla con seis meses de edad, mostré
diferencias significativas a nivel del 5% con respecto a los in6culos

empleados (Anexo 36)

La respuesta a la infeccion evaluada en funcién del tamafio de la lesion indica que
todas las cepas causaron dafio, y que las cepas BG y CA se presentaron como las

mas agresivas.

Los in6culos identificados como CA, C1, BG2 y F2b presentaron caracteristicas

morfolégicas que permiten asociarlos con Fusarium spp., este es un hongo que
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hace parte de la biota del suelo y puede persistir por largos periodos en el mismo.
La transmisién quiza ocurre via suelo infestado sobre herramientas 0 equipos,
escombros infectados, semillas infectadas o agua corriente. El patégeno entra a la
planta a través del tallo o heridas en tejidos. Las plantas quiza no muestran
sintomas en el campo o cultivo pero sus frutos se pudren en almacenamiento
(Jepson, 2008).

Una practica comun de cultivadores comerciales de cactus es el secado con aire
de cladodios durante la propagacion; se cree que esto permite curar las heridas y
proteger el trasplante de infeccion bacterial, pero no previene la infeccion por F.
oxysporum. Dado el impacto econémico del hongo sobre la especie se han
recomendado tratamientos sistémicos, del suelo y técnicos en el manejo del
cultivo (Diaz, 2005; Hyo-Won et al., 2007; Horinouchia et al., 2008; Hashem et al.,
2010; Hawa et al., 2010).

La sintomatologia desarrollada en las estacas de cladodio con los diferentes
indculos, se inicio generalmente con el secamiento del apice, seguido de
amarillamiento del cladodio inoculado, a veces acompafiado de lesiones pardas en

la estaca madre, como se describe a continuacion.

Para el indculo C1, la lesion se inicio en el apice del cladodio hijo con secamiento,
causando una lesion de 0,5 cm seguido de amarillamiento en un area de un
centimetro (Figura 71). Aparecen temprano lesiones amarillas en la parte basal del

cladodio hijo hacia arriba.
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Figura 71. Lesién en el apice de nuevos cladodios de
plantas de pitahaya amarilla cultivadas en invernadero,
ocasionada por la Cepa 1 de Fusarium spp. (Fotografia
de la autora. Distancia focal 58 mm. CANON
POWERSHOT A610).

En la estaca madre una lesibn basal amarilla se tornd color café, tomoé

consistencia blanda y cubrio rapidamente el 50% del cladodio (Figura 72)

Figura 72. Lesion en la base de la estaca madre de plantas de
pitahaya amarilla cultivadas en invernadero, ocasionada por la
Cepa 1 de Fusarium spp. (Fotografia de la autora. Distancia
focal 58 mm. NIKON D90).

Con el inéculo identificado como F;b, proveniente de fruto de pitahaya amarilla, la

sintomatologia consistié en necrosamiento y secamiento del apice de los cladodios
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hijos, el cual se torné de color negruzco; las costillas de los cladodios hijos
tomaron una coloracién ligeramente amarilla que no avanzé (Figura 73). Las

lesiones fueron de 0.5 cm a 5.0 cm.

a b

Figura 73. Necrosamiento y secamiento en el apice de
nuevos cladodios de plantas de pitahaya amarilla
cultivadas en invernadero, ocasionada por la cepa aislada
de frutos e identificada como F,b. (Fotografia de la autora.
Distancia focal 10 mm. SONY DSC-T7).

En la figura 74 se ilustra la lesion ocasionada por la cepa identificada como CA, la
cual afecto el cladodio hijo ocasionando secamiento en el apice en un area de 0,5
cm y, amarillamiento a lo largo del cladodio en un area de un cm hasta ocho cm de
arriba hacia abajo. Al tercer dia se present6 amarillamiento de abajo hacia arriba
en los bordes de las costillas. La base de la estaca madre desarroll6 lesiones
secas y una lesion amarilla dura de dos centimetros a nivel basal, la cual tom6 un

color pardo generalizado.
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Figura 74. Sintomatologia desarrollada en cladodios hijos de plantas de
pitahaya amarilla cultivadas en invernadero e inoculadas con la cepa CA.
a.Secamiento y amarillamiento de apice, avance de la lesion hacia la parte
basal del cladodio, b. lesion en las costillas del cladodio avanzando de
abajo hacia arriba. (Fotografia de la autora. Distancia focal 75 mm. NIKON
D90).

La cepa BG aislada de fruto en el banco de germoplasma de pitahaya, gener6
amarillamiento a seis centimetros de la base de la ramificacion; el apice del
cladodio hijo se torné seco, y una lesiéon amarillenta generada a 6 cm de la base
del brote avanzo6 desde los costados hacia el centro del cladodio (Figura 75a). El
apice de la estaca madre también tomo consistencia seca en un area de cuatro
centimetros, de arriba hacia abajo con secreciones negruzcas. Coloraciones

pardas y amarillentas se formaron en la base y parte media del cladodio hijo. La
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estaca madre presentd amarillamiento en costillas y una lesién seca de 7 cm en la
base (Figura 75b).

a b

Figura 75. Lesiones desarrolladas en a. Cladodios hijos y b. Estaca madre de
pitahaya amarilla inoculada con la cepa BG. (Fotografia de la autora. Distancia
focal 105 mm. NIKON D90).

Con el in6culo BG,, también aislado en el banco de germoplasma de pitahaya, se
observé una sintomatologia caracterizada por el amarillamiento de un cm del apice
y cinco cm de la base del cladodio hijo, la cual se torné rapidamente de color café
y consistencia blanda; la lesiébn amarillenta a seis cm de la base del brote avanz6

desde los costados hacia el centro (Figura 76).
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Figura 76. a. Apice seco y b. base de cladodio hijo con lesion amarilla
avanzando hacia arriba en brotes de pitahaya amarilla inoculadas con la
cepa BG,. (Fotografia de la autora. Distancia focal 105 mm. NIKON D90).

De los tejidos aislados y cultivados en condiciones de laboratorio, solo los que
correspondieron a la cepa BG reprodujeron un cultivo con las caracteristicas
asociadas al complejo Fusarium, por lo cual se aislé para emplearlo como inéculo

en el ensayo en diferentes accesiones del banco de germoplasma.

e Evaluacion de Cepas de Fusarium spp. en accesiones de pitahaya amarilla
y roja del Banco de Germoplasma UNAL. El analisis de varianza para la
respuesta (presencia-ausencia) de la enfermedad pudricion del tallo,
ocasionado por la inoculacién con 1x10° unidades formadoras de colonia de
la cepa BG, mediante puncion sobre accesiones de pitahaya amarilla y roja
del banco de germoplasma, mostr6 diferencias estadisticamente

significativas debidas al material vegetal (Anexo 37), donde las accesiones
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amarillas conformaron un grupo susceptible a la infeccion y las pitahayas

rojas un grupo que no desarrollé sintomas de la enfermedad (Figura 77).

Figura 77. Ejemplar de pitahaya roja Hylocereus polyrhizus sin
sintomatologia ante la inoculacién con una cepa aislada del Banco
de Germoplasma e identificada como Cepa BG. (Fotografia de la
autora. Distancia focal 7 mm. CANON POWERSHOT A610).

Entre las pitahayas amarillas la accesién que corresponde al Municipio de Bolivar
Valle del Cauca, identificada con el cdédigo 18 (Figura 78 ) se presentdé mas

susceptible que los materiales de Roldanillo (cédigo 16) (Figura 79) y Boyaca

(Cadigo 12) (Figura 80).
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Figura 78. Lesién desarrollada por inoculacién de
agentes patdgenos (Cepa BG) en la accesion de
pitahaya amarilla No. 170-04-018-1, proveniente del
Municipio de Bolivar, Valle del Cauca. Nétese la lesién
amarillenta en la base de nuevo cladodio y la lesién seca
en la base de la estaca. (Fotografia de la autora.
Distancia focal 29 mm. CANON POWERSHOT A610).

La lesion en la accesion de Bolivar Valle del Cauca, se presentd en el dia cuatro
después de la inoculaciéon afectando la base del cladodio hijo y de la estaca
madre, generando secamiento. En la accesion de Roldanillo, la sintomatologia
solo se manifestdé a nivel del cladodio hijo, desarrollando un secamiento y

amarillamiento del 4pice que se generalizo sobre el mismo de arriba hacia abajo.
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Figura 79. Lesibn desarrollada por
inoculacién de agentes patégenos (Cepa BG)
en la accesién de pitahaya amarilla No. 170-
04-016-1, proveniente del Municipio de
Roldanillo, Valle del Cauca. Notese la lesion
amarillenta que desciende del apice a la base
del nuevo cladodio. (Fotografia de la autora.
Distancia focal 7 mm. CANON POWERSHOT
A610).

En los cladodios hijos de las estacas provenientes del Departamento de Boyaca,
se presentd necrosamiento del apice en uno de los cladodios y, secamiento y

amarillamiento en el otro, el cual avanz6 hacia la base, en solo cinco cm.
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Figura 80. Lesién desarrollada por
inoculacién de agentes patdgenos (Cepa BG)
en la accesion de pitahaya amarilla No. 170-
01-012-1, proveniente  del Municipio
Chitaraque, Departamento de Boyaca. Nétese
la lesion afectando los apices de los nuevos
cladodios, generando secamiento y
amarillamiento. (Fotografia de la autora.
Distancia focal 7 mm. CANON POWERSHOT
A610).

Estos resultados indican que, los sintomas de la enfermedad se manifestaron de
igual manera que en el ensayo con varias cepas o tipos de inoculo, lo cual valida
el protocolo empleado para la evaluacion de las accesiones del banco de

germoplasma.

4.3 MATERIAL DE DIFUSION.

El material elaborado para apoyar la difusion de los resultados de este trabajo y
qgue se espera contribuyan a la propagacion de la especie, asi como a la
evaluacion del dafio por hongo, se presentan en el Anexo 38.
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5. CONCLUSIONES

Las semillas sexuales de pitahaya amarilla Selenicereus megalanthus presentaron
un tamafio promedio aproximadamente dos veces el tamafio de las rojas
Hylocereus polyrhizus. La relacién del peso de semillas fue aproximadamente 3:1.
Los cotiledones y el eje hipocétilo-radicular aportan el 75% con respecto al peso

total de las mismas.

En la estructura anatomica de la semilla de Selenicereus megalanthus e
Hylocereus polyrhizus, se observaron variaciones morfologicas en los cotiledones
relacionadas con la ubicacién (dorso-ventral y lateral) y el nimero de I6bulos (dos,

tres y cuatro).

Se reconocieron tres patrones de viabilidad, aplicando tetrazolio al 0.5%. Los
patrones se asociaron con plantulas normales (viables totalmente tefiidas),
anormales (viables parcial o irregularmente tefidas) y semillas muertas (no
viables, sin tincion o solo en la radicula). La anormalidad de las plantulas estuvo
representada en hojas cotiledonares reducidas y raiz principal ausente o con poco

desarrollo de raices secundarias.

En S. megalanthus la germinacion se inicié el dia dos después de la siembra y
termind en el dia nueve; en H. polyrhizus este proceso se dio entre los dias cuatro
al siete, pero en ambas especies el mayor nimero de semillas germinadas (68 a
78) se presentd entre los dias cuatro y cinco, bajo estimulo luminico. En las
semillas sembradas en agar el periodo de germinacion se alargé diez dias mas,

alcanzado valores promedio de 19 dias.
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En un periodo de 90 dias después de la extraccion de las semillas, pitahaya
amarilla disminuyo el porcentaje de germinacién en un 15% vy pitahaya roja 22%

en el método de siembra convencional.

El contenido de humedad, oscil6é entre 6.3% y 11.1% para pitahaya amarilla en las
semillas que tenian un dia de extraccidn; para pitahaya roja el valor minimo fue de
5.8 y el méximo de 10.5% con un promedio de 8.1%. En semillas con tres meses
de extraccion el porcentaje de humedad se increment6 a 15,2% en promedio para
pitahaya amarilla; en pitahaya roja el contenido de humedad disminuyé en 1.2%

con respecto al promedio inicial.

La viabilidad de las semillas de un dia de extraccién fue del 90% para pitahaya
amarilla y 88% para pitahaya roja, la cual disminuyd 20% y 26% en promedio
durante tres meses, para lotes almacenados en bolsas de papel a 21°C de

temperatura.

En los ensayos de multiplicacion vegetativa para pitahaya amarilla, se comprobo
que el tamafio de la estaca, la exposicion de haces vasculares y la ausencia del
apice, influyen en la produccion de nuevos brotes (4.0 en promedio) y en la

longitud del primer brote emitido (54 cm).

El cultivo de estacas en condiciones de invernadero produjo nuevos cladodios mas
largos con un promedio de 66.3 cm (16 cm mas que en condiciones de campo),
pero con un didmetro diez cm menor que las estacas cultivadas en campo (25

cm).
En condiciones de campo se obtuvieron nuevos brotes a partir del dia 13 después

de sembradas, mientras que en condiciones de invernadero la brotacion se dio 18-

20 dias después de la siembra.
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El protocolo de desinfeccion por inmersién en agentes tensoactivos (tween 20) y
desinfectantes (etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 3%), redujo a un 3.3% la
contaminacion de explantes (hojas cotiledonares y segmentos de cladodio) para
cultivo in-vitro. Concentraciones superiores al 3% de hipoclorito de indujeron la
acumulacion de pigmento clorofilico en el medio de cultivo y retraso en el

crecimiento de los explantes.

El desarrollo de nuevas plantulas enraizadas en la fase de establecimiento por
cultivo in vitro, se dio por la via organogénesis somatica, en un término de 30
dias, sobre un medio MS suplementado con BAP 2 mg/L y Kinetina 2 mg/L., a
partir de explantes de hojas cotiledonares y fragmentos de cladodio provenientes
de plantulas obtenidas de la germinacion de semilla sexual.

En el Medio M4 suplementado con ANA (4.0 uM), se presentd el mayor porcentaje
de callos (98%) caracterizados por su consistencia friable y compacta y, por
coloraciones blanca y clorofilica.

El cultivo de semilla sexual en MS sin hormonas permitié la formacion de callos
que diferenciaron en embriones somaticos en baja proporcién (1%), al exponerlos
en M3.

Se logréo el establecimiento, la micropropagacion y el enraizamiento de
vitroplantulas de pitahaya amarilla y roja, en un término de 30 dias para la primera
fase (establecimiento) y 60 dias para la segunda (micropropagacién), empleando
el mismo medio de cultivo, lo cual disminuye tiempo, costos y riesgo por pérdida

de material.

En los sustratos suelo, arena, mezcla (suelo: arena: turba v/v) y vermiculita, se

logro la aclimatacion del 100% de las vitroplantulas sembradas.
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El tamafio del explante favorecio la aclimatacion de las vitroplantas, notdndose
mayor desarrollo (incremento en peso, numero y elongacion de brotes) en

aquellos con 4.0 cm de longitud sobre los de 1.0 cm 0 menos.

El ambiente con una humedad relativa del 100% y una temperatura de 35°C,
favorecié el incremento en peso (3.1 g) de las vitroplantulas en fase de

aclimatacion.

En el sustrato arena, las plantulas alcanzaron mayor brotacion (1.8 brotes en
promedio); los brotes de las plantulas cultivadas en sustrato suelo, alcanzaron un
incremento en longitud del brote de 3.1 cm; las raices mas largas se desarrollaron
en arena (14.34 cm) y en vermiculita (7-10.3 cm).

Los ensayos desarrollados a partir de vitroplantas y frutos con segmento de
estaca, permitieron obtener un diagndstico preliminar de dafio por hongo, asociado
al complejo Fusarium spp. en un periodo de tiempo relativamente corto (1 a 3
meses) si se compara con los ensayos realizados en estaca (6 a 8 meses), por lo
cual se puede constituir en una prueba rapida preliminar para caracterizar

materiales por su respuesta a la infeccion.

La inoculacion de las cepas asociadas a la pudricion basal del fruto y la pudricion
de la penca se logré por o sin puncion, a partir de micelio directo para vitroplantas
y frutos y, por dilucién a 1 X 10 ° unidades formadoras de colonias (UFC) en
estacas de tallo de 0.5 a 1.0 m de longitud.

El desarrollo de una sintomatologia asociada a la pudricion de la penca, se logro
con la inoculacion de la cepa identificada como BG, aislada de tallo en pitahayas
del Banco de Germoplasma de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Palmira, en tres accesiones de pitahaya amarilla y una de pitahaya roja,

mostrando mayor sensibilidad en la accesién proveniente del Municipio de
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Roldanillo y menor en la accesion colectada en el Departamento de Boyaca. En la

especie roja no se desarrollaron sintomas de enfermedad.
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ANEXOS
Anexo 1. Tabla 1A. Enfermedades asociadas al cultivo de la pitahaya amarilla

(Adaptado de Araujo y Medina, 2008)

Enfermedad: Pudricidon suave o blanda de la Pitahaya

Agente patdégeno Descripcion y aspectos asociados Fuente
Asociacion de Colletotrichum Inicia con manchas amarillas principalmente en losAraujo y Medina (2008)
y Erwinia tallos; a medida que se desarrolla la enfermedad, las

manchas se van uniendo y van hacia el centro delValencia (2003)
Erwinia carotovora (En tallo, originando una pudricién blanda acuosa que
Nicaragua) desprende un olor desagradable. En estadosCastillo (1996)
avanzados, se pudre toda la planta dejando expuesto
Enterobacteria no mévil y un los haces vasculares, se asociada a las raices, tallos

Micrococcus y pencas incluyendo la parte insertada en el suelo,
avanzando hacia el apice de manera mas o menos
Hongo y Bacteria rapida. Se han encontrado en vainas externas e

internas, base de la planta y en el punto de unién de
la flor con la vaina, ademas los frutos se muestran
duros y no maduran normalmente.

Mayor presencia en época seca, con baja humedad
y temperatura alta.

Enfermedad: Pudricién seca de la penca

Drechslera cactivora Araujo y Medina (2008)

Decoloracion del tejido meristematico de tallos o
(Hongo)

pencas, hasta tornarse de un color amarillo que
posteriormente trascurren a café oscuro, en un
periodo de 3 dias. La lesién inicial es de medio
centimetro, rodeando el tejido meristemético, el cual
se seca; observandose una clorosis alrededor de él,
que desciende y en 12 dias aproximadamente llega a
la base de la penca. Finalmente la lesién se vuelve
gomosa y cambia de una coloracion amarilla a un
color pardo, la penca se momifica y se observan
estructuras reproductivas del hongo de color pardo
oscuro y algodonosas.

International
Mycological Institute
(M)

Varela (1994)

La sintomatologia en frutos se caracteriza por
presentar en sus prominencias una decoloracién del
tejido que desciende hasta la base; volviéndose
amarillo hasta pasar por un estado acuoso y de color
pardo oscuro. El ataque termina con la pudricion del
area afectada en wun lapso de 13 dias
aproximadamente.

Asociado a escasez de nutrientes y temporadas
secas.

Enfermedad: Ojo de pescado

Xanthomonas campestris Inicia con manchas circulares que poseen un centro Francies (2004)
color café, en la superficie de los tallos, el tamafio deCrane (2005)
Dothiorella  sp forma estas manchas puede ser de 1mm de diametro. En elMINAGRICULTURA Y
asexuada centro de la mancha se observa un punto rojo-GANADERIA
anaranjado, presentando un parecido a un ojo deNICARAGUA (1994)
pescado del cual se deriva su nombre comin. A
medida que la enfermedad avanza, las manchas se Castillo (1996)
juntan y pueden llegar a cubrir toda la superficie del
tallo, en manchas viejas se pueden observar puntosAraujo y Medina (2008)
negros insertos en la lesion, que corresponden a los
picnidios. Esta enfermedad ataca al tejido blando y al
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Enfermedad: Pudricion suave o blanda de la Pitahaya

Agente patégeno

Descripcion y aspectos asociados

Fuente

Colletotrichum
gloesporoides
fase asexual

Agente patégeno

Fusarium moniliforme y
oxysporum.

haz vascular.

En época lluviosa muchas lesiones de ojo de pescado
se encuentran asociadas con la Bacteriosis.

Se considera que el viento es la principal fuente de
dispersion de las conidias. Otros factores que ayudan
en la diseminacion del inoculo, pero en menor grado
son la lluvia y los insectos. Las herramientas de trabajo
pueden ser transmisoras de la enfermedad, pero en
escala poco significativa.

Enfermedad: Antracnosis

En los frutos el sintoma se inicia con lesiones
amarillentas pardas de consistencia blanda y/o
puntos café palidos; con el avance las lesiones se
agrandan y oscurecen, se rompe la epidermis,

dejando grietas facilmente observables. A veces en E:l:ss,)tg)ﬁo
estas grietas se ven las estructuras fructiferas del (1986)

hongo.
Cuando el patégeno tiene abundante desarrollo

Britt y Kosse(2006)
Satoshi et, al. (2006)
Varon ( 2006)

Castillo y Rodriguez

y Salazar

Becerra (1986)

sobre la lesion, pasa de un color blanco a color NTN (2001)

anaranjado o rojizo cuando este ha esporulado.

En las vainas o tallos ocasiona manchas circulares
pequefias, de color amarillo palido y un centro de
color café pardo, en etapas avanzadas las
manchas cubren todo el tallo y adquieren un color
café rojizo mas intenso, y por ultimo se agrietan y
se secan quedando sdlo la parte lefiosa. La planta
se debilita y baja la produccion de frutos.

El principal agente diseminador de las conidias es
el viento, aunque muchos insectos pueden
transportar en su cuerpo esporas y diseminar la
enfermedad. En frutos la enfermedad es
transmitida por insectos que se introducen en la
flor, cuando esta se abre.

Enfermedad: Pudricion basal del fruto

Descripcion y aspectos asociados
Se caracteriza por una lesion amarilla en el sitio de
union, que progresa hasta el fruto y mas tarde
hacia el centro del este causando pudricién parcial
del mismo. En el mayor de los casos la infeccion
solo queda en la parte basal del fruto en donde el
tejido se torna necrético

Enfermedad: Virus del mosaico de la pitahaya amarilla

Virus con particulas
filamentosas de 10 nm de
diametro y 476 nm de largo
del grupo de los Potexvirus y
esta relacionado con el virus X
del cactus (CVX).

Presencia de un mosaico tenue, que contrasta con
el verde normal del tallo y pencas y ataca de
manera sistémica, diseminandose por propagacion
vegetativa, por transmision mecanica al utilizar
herramientas contaminadas.

Enfermedad: Nematodo del nudo radical

Tamafo reducido en las plantas, flacidez, muerte
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Enfermedad: Pudricion suave o blanda de la Pitahaya

Agente patégeno Descripcion y aspectos asociados Fuente
Meloidogyne incognita, de brotes, disminucion del desarrollo foliar y Vardn (1989)
Helicotylenchus dihystera productivo y amarillamiento que en algunos casos Varon (2006)
Tylenchorrhynchus Martin  puede confundirse con deficiencias nutricionales e
nematodo alfiler hidricas, debido a que todos los alimentos son

desviados a las agallas.
Pratylenchus (nematodo de

) Raices cortas y engrosada, lesiones necréticas
las lesiones)

alrededor de la corteza, ramificaciones anormales
y pudriciones causas por hongos y bacterias.

Anexo 2. Tratamientos empleados en la evaluacion del contenido de
humedad, porcentaje de viabilidad y porcentaje de germinacion de semilla
sexual de las especies Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus.
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Tabla 2A. Tratamientos empleados en la evaluacién del contenido de humedad de semilla

sexual de las especies Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus.

Tratamiento No. Descripcion
Especie Tiempo de

almacenamiento (dias)

1 Amarilla 1
2 Amarilla 30
3 Amarilla 60
4 Roja 1
5 Roja 30
6 Roja 60

Por cada tratamiento se realizaron 40 repeticiones

Tabla 2B. Tratamientos empleados en la evaluacién del porcentaje de viabilidad de

semillas de las especies Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus.

Tratamiento No. Descripcion
Especie Tiempo de

almacenamiento (dias)

1 Amarilla 1
2 Amarilla 30
3 Amarilla 60
4 Roja 1
5 Roja 30
6 Roja 60

Por cada tratamiento se realizaron 40 repeticiones

Tabla 2C. Tratamientos empleados en la evaluacion del porcentaje de germinacion de

semillas de las especies Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus.

Tratamiento No. Descripcion
Especie Tiempo de

almacenamiento (dias)
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Amarilla
Amarilla
Amarilla

Roja

a A~ W N P

Roja
6 Roja

30
60

30
60

Por cada tratamiento se realizaron 40 repeticiones

Anexo 3. Tratamientos empleados en el ensayo de germinacion por los

métodos convencional e in vitro de semilla sexual

Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus.
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Tabla 3A. Tratamientos empleados en la evaluacién del porcentaje de viabilidad de

semillas de las especies Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus.

Tratamiento No. Combinacién de Factores. Descripcion
Especie Tiempo de Método de Siembra Luminosidad

almacenamiento

(dias)
1 Amarilla 1 papel Con luz
2 Amarilla 1 papel Sin luz
3 Amarilla 1 in vitro Con luz
4 Amarilla 1 in vitro Sin luz
5 Amarilla 30 papel Con luz
6 Amarilla 30 papel Sin luz
7 Amarilla 30 in vitro Con luz
8 Amarilla 30 in vitro Sin luz
9 Amarilla 90 papel Con luz
10 Amarilla 90 papel Sin luz
11 Amarilla 90 in vitro Con luz
12 Amarilla 90 in vitro Sin luz
13 Roja 1 papel Con luz
14 Roja 1 papel Sin luz
15 Roja 1 in vitro Con luz
16 Roja 1 in vitro Sin luz
17 Roja 30 papel Con luz
18 Roja 30 papel Sin luz
19 Roja 30 in vitro Con luz
20 Roja 30 in vitro Sin luz
21 Roja 90 papel Con luz
22 Roja 90 papel Sin luz
23 Roja 90 in vitro Con luz
24 Roja 90 in vitro Sin luz

Por cada tratamiento se realizaron diez repeticiones, que corresponden a diez cajas Petri cada una con diez

semillas.

Anexo 4. Tratamientos para evaluar efecto de varios factores sobre la

emision y la longitud de brotes en estacas de pitahaya amarilla
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Tabla 4A. Tratamientos empleados en la evaluacion del efecto de la longitud de la estaca,
la exposicion de haces vasculares y la presencia/ausencia de 4pices en condiciones

campo e invernadero para la especie Selenicereus megalanthus.

Descripcion
Tratamiento Sitio de .
siembra Tamafio Estaca Haces Apice
1 Roldanillo 50 cm Expuestos Con apice
2 Roldanillo 50 cm Expuestos Sin apice
3 Roldanillo 50 cm Sin exponer Con éapice
4 Roldanillo 50 cm Sin exponer Sin apice
5 Roldanillo 100 cm Expuestos Con éapice
6 Roldanillo 100 cm Expuestos Sin apice
7 Roldanillo 100 cm Sin exponer Con éapice
8 Roldanillo 100 cm Sin exponer Sin apice
9 La Tebaida 50 cm Expuestos Con 4pice
10 La Tebaida 50 cm Expuestos Sin apice
11 La Tebaida 50 cm Sin exponer Con éapice
12 La Tebaida 50 cm Sin exponer Sin apice
13 La Tebaida 100 cm Expuestos Con éapice
14 La Tebaida 100 cm Expuestos Sin apice
15 La Tebaida 100 cm Sin exponer Con apice
16 La Tebaida 100 cm Sin exponer Sin apice
17 Armenia 50 cm Expuestos Con apice
18 Armenia 50 cm Expuestos Sin apice
19 Armenia 50 cm Sin exponer Con éapice
20 Armenia 50 cm Sin exponer Sin apice
21 Armenia 100 cm Expuestos Con apice
22 Armenia 100 cm Expuestos Sin apice
23 Armenia 100 cm Sin exponer Con apice
24 Armenia 100 cm Sin exponer Sin apice

Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones

Anexo 5. Tratamientos para comparar el efecto de varios factores sobre la

emision y la longitud de brotes en estacas de pitahaya amarillay roja
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Tabla 5A. Tratamientos empleados en la evaluacion del efecto de la especie, la longitud
de la estaca, la exposicidbn de haces vasculares y la presencia/ausencia de apices en
condiciones campo en el Municipio de La Tebaida Quindio para las especies Selenicereus

megalanthus e Hylocereus polyrhizus.

Descripcion
Tratamiento Especie Tamafo Estaca Haces Apice
1 Amarilla 50 cms Expuestos Con apice
2 Amarilla 50 cms Expuestos Sin apice
3 Amarilla 50 cms Sin exponer Con apice
4 Amarilla 50 cms Sin exponer Sin apice
5 Amarilla 100 cms Expuestos Con &pice
6 Amarilla 100 cms Expuestos Sin apice
7 Amarilla 100 cms Sin exponer Con apice
8 Amarilla 100 cms Sin exponer Sin apice
9 Roja 50 cms Expuestos Con apice
10 Roja 50 cms Expuestos Sin apice
11 Roja 50 cms Sin exponer Con &pice
12 Roja 50 cms Sin exponer Sin apice
13 Roja 100 cms Expuestos Con apice
14 Roja 100 cms Expuestos Sin apice
15 Roja 100 cms Sin exponer Con apice
16 Roja 100 cms Sin exponer Sin apice

Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones

Anexo 6. Composicion del medio de cultivo empleado en la propagacion in

vitro de pitahaya amarillay roja
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Tabla 6A. Composicion de los Stocks utilizados en la preparacién del medio basal MS
(tomado de Roca & Mroginski, 1993)

Stock Compuestos Concentracién por 100 ml de
solucion
No. 1 NH4NO3 8.25¢
KNOs3 95¢
MgSOa. 7H.0O 185¢g
KH2PO4 0.85 g
No. 2 H3BO3 620 mg
MnSO4. H20 2.176¢g
ZnS0O4. 7TH0 860 mg
Na;MoO4. 2H,0 25 mg
CuSO0.. 5H,0 25 mg
CoCls. 2H,0 2.5mg
No. 3 Kl 75 mg
No. 4 CaCly. 2H,0 15 gr
No. 5 NaEDTA 746 mg
FeS0.. 7TH,O 557 mg
No. 6 Inositol 800 mg

Tabla 6B. Composiciéon del medio basal MS empleado en el establecimiento y

micropropagacién de pitahaya.

Stock/suplemento Cantidad para preparar 900

ml

No. 1 18 ml

No. 2 0.9 ml

No. 3 0.9 ml

No. 4 2.61 ml

No. 5 4.5 ml

No. 7 9.0

Sacarosa 27 gr
Gelrite 1.8 gr

Anexo 7. Tratamientos para evaluar el numero y la longitud de brotes de pitahaya en

fase de establecimiento in vitro.
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Tabla 7A. Tratamientos empleados en la evaluacion del efecto de la especie, el tipo de
explante y la composicion del medio de cultivo en la fase de establecimiento in vitro de las

especies Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus.

Tratamiento No. Descripcién
Especie Tipo de explante Medio de cultivo
1 Amarilla Hoja Cotiledonar M1
2 Amarilla Hoja Cotiledonar M2
3 Amarilla Hoja Cotiledonar M3
4 Amarilla Hoja Cotiledonar M4
5 Amarilla Hoja Cotiledonar M5
6 Amarilla Cladodio M1
7 Amarilla Cladodio M2
8 Amarilla Cladodio M3
9 Amarilla Cladodio M4
10 Amarilla Cladodio M5
11 Roja Hoja Cotiledonar M1
12 Roja Hoja Cotiledonar M2
13 Roja Hoja Cotiledonar M3
14 Roja Hoja Cotiledonar M4
15 Roja Hoja Cotiledonar M5
16 Roja Cladodio M1
17 Roja Cladodio M2
18 Roja Cladodio M3
19 Roja Cladodio M4
20 Roja Cladodio M5

Cada tratamiento tuvo diez repeticiones

Anexo 8. Tratamientos para evaluar el nUumero y la longitud de brotes de

pitahaya en fase de micropropagacion.
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Tabla 8A. Tratamientos empleados en la evaluacion del efecto de la especie, el tipo de
explante y la composicion del medio de cultivo en la fase de micropropagacion de las

especies Selenicereus megalanthus e Hylocereus polyrhizus.

Tratamiento No. Descripeion
Especie Tipo de explante Medio de cultivo
1 Amarilla Apical M1
2 Amarilla Apical M2
3 Amarilla Apical M3
4 Amarilla Apical M4
5 Amarilla Apical M5
6 Amarilla Intermedio M1
7 Amarilla Intermedio M2
8 Amarilla Intermedio M3
9 Amarilla Intermedio M4
10 Amarilla Intermedio M5
11 Amarilla Basal M1
12 Amarilla Basal M2
13 Amarilla Basal M3
14 Amarilla Basal M4
15 Amarilla Basal M5
16 Roja Apical M1
17 Roja Apical M2
18 Roja Apical M3
19 Roja Apical M4
20 Roja Apical M5
21 Roja Intermedio M1
22 Roja Intermedio M2
23 Roja Intermedio M3
24 Roja Intermedio M4
25 Roja Intermedio M5
26 Roja Basal M1
27 Roja Basal M2
28 Roja Basal M3
29 Basal M4
30 Basal M5

Cada tratamiento tuvo diez repeticiones

Anexo 9. Tratamientos para evaluar la respuesta de vitroplantulas de

pitahaya amarilla a la aclimatacion.
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Tabla 9A. Tratamientos empleados en la evaluacion del efecto del tamafio, el

microambiente y los sustratos en la fase de aclimatacion de vitroplantulas de Selenicereus

megalanthus.
. Descripcion
Tratamiento No.
Tamario Microambiente Sustrato
1 Mayor de 4 cm 100% HR Suelo
2 Mayor de 4 cm 100% HR Arena
3 Mayor de 4 cm 100% HR Vermiculita
4 Mayor de 4 cm 100% HR Suelo:Arena:Turba
5 Mayor de 4 cm 71% HR Suelo
6 Mayor de 4 cm 71% HR Arena
7 Mayor de 4 cm 71% HR Vermiculita
8 Mayor de 4 cm 71% HR Suelo:Arena:Turba
9 Menor de 4 cm 100% HR Suelo
10 Menor de 4 cm 100% HR Arena
11 Menor de 4 cm 100% HR Vermiculita
12 Menor de 4 cm 100% HR Suelo:Arena:Turba
13 Menor de 4 cm 71% HR Suelo
14 Menor de 4 cm 71% HR Arena
15 Menor de 4 cm 71% HR Vermiculita
16 Menor de 4 cm 71% HR Suelo:Arena:Turba

Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones

Anexo 10. Resultados de la prueba de tincién con tetrazolio aplicado durante una
hora a 40°C en semillas de pitahaya amarilla con lesiones intencionadas.

Tratamiento 1
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Tetrazolio 0.1% Tetrazolio 0.25%

Tetrazolio 0.5% Tetrazolio 0.75%
—_ F ————— -}
_ LI
-_

Tetrazolio 1%

e ———— e ——
T ——
Tratamiento 2.

Tetrazolio 0.1% Tetrazolio 0.25%
B EEEE——— e

Tetrazolio 0.5% Tetrazolio 0.75%
_ e ———————— %}

Tetrazolio 1%

Tratamiento 3
Tetrazolio 0.1% Tetrazolio 0.25%
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Tetrazolio 0.5% Tetrazolio 0.75%

Tetrazolio 1%

Tratamiento 4
Tetrazolio 0.1% Tetrazolio 0.25%

Tetrazolio 0.5% Tetrazolio 0.75%

Tetrazolio 1%

Tratamiento 5

Tetrazolio 0.1% Tetrazolio 0.25%
P o e ———— .} F o ———————— %
L U e -
Tetrazolio 0.5% Tetrazolio 0.75%

f | — ) =




Tetrazolio 1%

Tratamiento 6

Tetrazolio 0.1%
A Y
LR BTN, BV

Tetrazolio 0.5%

0 e .,
e —
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Tetrazolio 1%

=

Tratamiento 7
Tetrazolio 0.1% Tetrazolio 0.25%

O ——TTT U T

L e A
Tetrazolio 0.5% Tetrazolio 0.75%

O ——

Tetrazolio 1%
,——.

Tratamiento 8
Tetradsrmoro—r—m—om— e 0.25%

Tetrazolio 0.5% Tetrazolio 0.75%
Y~ - - o - —m—mmmm—,—m—

Tetrazolio 1%
T ———




Tetrazolio 0.1%

Tratamiento 9

Tetrazolio 0.25%

- — N — ~ = ]
~ — ~ — 5\ = = y
Tetrazolio 0.5% Tetrazolio 0.75%
' T ) i & A
= —— — = 4
Tetrazolio 1%
F r S
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Anexo 11.

Tabla 11A. ANOVA para la variable transformada Porcentaje de Humedad de semillas de pitahaya
amarilla y roja con tres tiempos de almacenamiento (un dia, 30 dias y 90 dias).

Fuente de Variacion Gl SC CM F P Significancia
Repeticién 39 0.7956 0.0204 1.01 0.4684 ns
Especie 1 7.3654 7.3654  365.92 0.0000 *
Tiempo de Almacenamiento 2 0.0429 0.0214 1.07 0.3490 ns
Especie*Tiempo almacenamiento 2 0.1324 0.0662 3.29 0.0425 *

Error 78 1.5700 0.0201
Total 239 12.9753

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

Anexo 12

Tabla 12A. ANOVA para la variable transformada Porcentaje de Viabilidad de semillas de pitahaya
amarilla y roja con tres tiempos de almacenamiento (un dia, 30 dias y 90 dias).

Fuente de Variacion Gl SC CM F P Significancia
Repeticion 39 6.3064 0.1617 0.58 0.9689 ns
Especie 1 40.6373 40.6373  145.46  0.0000 *
Tiempo de Almacenamiento 2 77.5915 38.7958 138.86  0.0000 *
Especie*Tiempo almacenamiento 2 16.362 8.1810 29.28 0.0000 *

Error 78 21.7917 0.2793
Total 239 187.6370

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

Anexo 13

Tabla 13A. ANOVA para la variable transformada Porcentaje de Germinacion de semillas de
pitahaya amarilla y roja con tres tiempos de almacenamiento (un dia, 30 dias y 90 dias).

Fuente de Variaciéon Gl SC CM F P Significancia
Repeticion 39 12.682 0.3251 1.84 0.0114 *
Especie 1 12.2046 12.2046 69.14  0.0000 *
Tiempo de Almacenamiento 2 78.7316 39.3658 223.02 0.0000 *
Especie*Tiempo almacenamiento 2 12.3281 6.1640 34.92  0.0000 *

Error 77 13.5915 0.1765
Total 238 171.0830

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo.
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Anexo 14

Resultados de la prueba de comparacién de medias (diferencia minima
significativa) para la variable porcentaje de germinacién de semillas de
pitahaya empleando dos métodos de germinacion

14A. Diferencias Minimas Significativas (LSD) para la variable porcentaje de germinacion
(datos transformados) de semillas de pitahaya amarilla y roja, bajo dos métodos de
germinacion: papel e in vitro.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
transformada Porcentaje de germinacién para Sistema de siembra
SISTEMA DE

S1EMBRA MEDIA GRUPOS Homogéneos

1 0.8435 A

2 0.7418 B
Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 0.0131
Critical T Value 1.971 Valor Critico para Comparacion 0.0258

Error término usado: REPETICION*ESPECIE*SISTEMSIE*LUMINOSID*TIEMPOALM,
207 GL

Del total, dos medias son significativamente diferentes de un grupo a
otro.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
transformada Porcentaje de germinacidén para Sistema de siembra

LUMINOSIDAD MEDIA GRUPOS HOMOGENEOS
1 1.1099 A
2 0.4755 B

Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 0.0131
Valor Critico T 1.971 Valor Critico para Comparacion 0.0258
Error término usado: REPETICIO*ESPECIE*SISTEMSIE*LUMINOCID*TIEMPOALM,
207 GL

Del total, dos medias son significativamente diferentes de un grupo a
otro.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada porcentaje de germinacidén para tiempo de almacenamiento.

TIEMPOALM Media GRUPOS HOMOGENEOS
1 0.8803 A

2 0.7511 B
3 0.7467 B
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Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacioén 0.0160
Critical T Value 1.971 Critical Value for Comparison 0.0316
Error término usado: REPETICIO*ESPECIE*SISTEMSIE*LUMINOCID*TIEMPOALM,
207 GL

Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
transformada Porcentaje de germinacidon para la Interaccién SISTEMAS DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD

SISTEMSIE LUMINOSID Media GRUPOS HOMOGENEOS

1 1 1.1972 A

2 1 1.0227 B

1 2 0.4899 C

2 2 0.4610 C
Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 0.0185
Valor critico T:1.971 Valor Critico para Comparacion 0.0365

Error término usado:
REPETICION*ESPECIE*SISTEMASIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE
ALMACENAMIENTO, 207 GL

Hay tres grupos (A, B, C.) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
transformada Porcentaje de germinaciéon para la Interaccién
LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

LUMINOSID TIEMPOALM Media Grupos Homogéneos

1 1 1.2312 A

1 2 1.0688 B

1 3 1.0298 B

2 1 0.5294 C

2 3 0.4636 D

2 2 0.4333 D
Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 0.0227
Valor critico T:1.971 Valor Critico para Comparacion 0.0447

Error término usado:REPETICION*ESPECIE*SISTEMAS DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO, 207 GL

Hay cuatro grupos (A, B, C y D) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
transformada Porcentaje de germinacion para la Interaccion SISTEMAS DE
SIEMBRA*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO.

SISTEMSIE TIEMPOALM Media Grupos Homogéneos

1 1 1.0061 A
1 2 0.7699 B
1 3 0.7546 B
2 1 0.7545 B
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2 3 0.7388 B

2 2 0.7322 B
Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 0.0227
Valor critico T:1.971 Valor Critico para Comparacion 0.0447

Error término usado: REPETICION*ESPECIE*SISTEMAS DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO, 207 GL
Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
transformada Porcentaje de germinacion para la Interacciéon SISTEMA DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

SISTEMSIE LUMINOSID TIEMPOALM Media Grupos Homogéneos
1.4743 A
1.0826 B
1.0550 B
1.0347 BC
1.0249 BC
0.9881 C
0.5380 D
0.5208 DE
0.4746 EF
0.4572 FG
0.4527 FG
0.4095 G

NNFPFFPNENNENERPR
NNNNNNRPRPRPRERPRE
NWNWRPRFRPPFRPWWNNPE

Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacion 0.0321
Valor critico T:1.971 Valor Critico para Comparacion 0.0632
Error término usado: REPETICION*ESPECIE*SISTEMA DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO, 207 GL

Hay siete grupos (A, B, etc.) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
transformada Porcentaje de germinaciéon para la Interaccion
ESPECIE*SISTEMA DE SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

ESPECIE SISTEMSIE LUMINOSID TIEMPOALM Media Grupos Homogéneos

1 1 1 1 1.4743 A

2 1 1 1 1.4743 A

1 1 1 2 1.0865 B

2 1 1 2 1.0786 BC
1 1 1 3 1.0633 BCD
2 2 1 2 1.0608 BCD
1 2 1 2 1.0492 BCD
2 2 1 3 1.0423 BCD
1 2 1 3 1.0076 BCD
2 1 1 3 1.0060 BCD
1 2 1 1 0.9933 CD
2 2 1 1 0.9828 D
1 2 2 1 0.6090 E
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2 1 2 1 0.5759 EF

2 1 2 3 0.5216 EFG

1 1 2 2 0.5216 EFG

1 1 2 1 0.5001 FGH

2 2 2 3 0.4843 GHI

2 2 2 1 0.4327 GHI1J

1 1 2 3 0.4275 HI1J

1 2 2 3 0.4211 HI1J

2 2 2 2 0.4121 H1J

1 2 2 2 0.4069 1J

2 1 2 2 0.3927 J
Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 0.0454
Valor critico T 1.971 Valor Critico para Comparacién 0.0894

Error término usado: REPETICION*ESPECIE*SISTEMA DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO, 207 GL

Hay diez grupos (A, B, etc.) en los cuales las medias no hay
diferencia significativa entre una y otra.

14B. Diferencias Minimas Significativas (LSD) para la variable porcentaje de germinacion
(datos reales) de semillas de pitahaya amarilla y roja, bajo dos métodos de germinacion:

papel e in vitro.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
Porcentaje de germinacioén para Sistema de siembra

SISTEMA DE

SI1EMBRA MEDIA GRUPOS Homogéneos

1 52.750 A

2 46.583 B
Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 0.9652
Critical T Value 1.971 Valor Critico para Comparacién 1.9030

Error término usado: REPETICION*ESPECIE*SISTEMSIE*LUMINOSID*TIEMPOALM,
207 GL

Del total, dos medias son significativamente diferentes de un grupo a
otro.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
Porcentaje de germinacion (datos reales) para Sistema de siembra

LUMINOSIDAD MEDIA GRUPOS HOMOGENEOS
1 77.583 A
2 21.750 B

Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 0.9652
Valor Critico T 1.971 Valor Critico para Comparacion 1.9030
Error término usado: REPETICION*ESPECIE*SISTEMA DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO, 207 GL

Del total, dos medias son significativamente diferentes de un grupo a
otro.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
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porcentaje de germinacion (datos reales) para tiempo de
almacenamiento.

TIEMPOALM Media GRUPOS HOMOGENEOS

1 54.750 A
2 47.500 B
3 46.750 B

Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacidén 1.1822
Critical T Value 1.971 Critical Value for Comparison 2.3307
Error término usado: REPETICIO*ESPECIE*SISTEMSIE*LUMINOCID*TIEMPOALM,
207 GL

Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
Porcentaje de germinacién (datos reales) para la Interaccién SISTEMAS
DE SIEMBRA*LUMINOSIDAD

SISTEMSIE LUMINOSID Media GRUPOS HOMOGENEOS

1 1 82.667 A

2 1 72.500 B

1 2 22.833 C

2 2 20.667 C
Alpha 0.05 Error Estandar para Comparaciéon 1.3651
Valor critico T:1.971 Valor Critico para Comparacion 2.6912

Error término usado:
REPETICION*ESPECIE*SISTEMASIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE
ALMACENAMIENTO, 207 GL

Hay tres grupos (A, B, C.) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
Porcentaje de germinacion (datos reales) para la Interaccioén
LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

LUMINOSID TIEMPOALM Media Grupos Homogéneos
83.250 A

76.500 B

73.000 C

26.250 D

20.500 E

18.500 E

NNNRFP PP
NWFEWNPEF

Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 1.6719
Valor critico T:1.971 Valor Critico para Comparaciéon 3.2960
Error término usado:REPETICION*ESPECIE*SISTEMAS DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO, 207 GL

Hay cuatro grupos (A, B, C y D) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
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Porcentaje de germinaciéon (datos reales) para la Interacciéon SISTEMAS
DE SIEMBRA*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO.

SISTEMSIE TIEMPOALM Media Grupos Homogéneos
62.000 A
48.750
47 .500
47 .500
46.250
46.000

NNFENPRFPPRP
WNWEFE NP
[velivelvsRveRve]

Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 1.6719
Valor critico T:1.971 Valor Critico para Comparaciéon 3.2960
Error término usado: REPETICION*ESPECIE*SISTEMAS DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO, 207 GL

Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
Porcentaje de germinacién (datos reales) para la Interaccion SISTEMA
DE SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

SISTEMSIE LUMINOSIDAD TIEMPOALM MEDIA GRUPOS HOMOGENEOS

1 1 1 97.000 A

1 1 2 77.500 B

2 1 2 75.500 BC

1 1 3 73.500 BCD

2 1 3 72.500 CD

2 1 1 69.500 D

1 2 1 27.000 E

2 2 1 25.500 EF

1 2 3 21.500 FG

1 2 2 20.000 G

2 2 3 19.500 G

2 2 2 17.000 G
Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacion 2.3644
Valor critico T:1.971 Valor Critico para Comparaciéon 4.6613

Error término usado: REPETICION*ESPECIE*SISTEMA DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO, 207 GL

Hay siete grupos (A, B, etc.) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Prueba de Comparaciones de todos los pares de medias de la Variable
Porcentaje de germinacién (datos reales) para la Interaccion
ESPECIE*SISTEMA DE SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

ESPECIE SISTEMSIE LUMINOSID TIEMPOALM Media Grupos Homogéneos

1 1 1 1 97.000 A
2 1 1 1 97.000 A
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78.000 B

77.000 BC

76.000 BCD

76.000 BCD

75.000 BCDE
74.000 BCDE
71.000 CDE
71.000 CDE
70.000 DE
69.000 E
33.000 F
30.000 FG
25.000 GH
25.000 GH
24000 GHI
22.000 HIJ
18.000 1JK
18.000 1JK
18.000 1JK
17.000 JK
16.000 JK
15.000 K

NRFRPNNRPNRNRPNRPNRNRNRNRNPR
PNNNNRPNRRPRRNNNREPNNNNRERPR
NNNNNNNNNNNNRRRRRRRRRP
NNWNRWWRWONRPRRPRPRPWOWWNNWNN

Alpha 0.05 Error Estandar para Comparacién 3.3437
Valor critico T 1.971 Valor Critico para Comparacién 6.5921
Error término usado: REPETICION*ESPECIE*SISTEMA DE
SIEMBRA*LUMINOSIDAD*TIEMPO DE ALMACENAMIENTO, 207 GL

Hay once grupos (A, B, etc.) en los cuales las medias no hay
diferencia significativa entre una y otra.
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ANEXO 15

Tabla 15A. ANOVA para la variable transformada Porcentaje de Germinacion de semillas de
pitahaya amarilla y roja bajo dos métodos de siembra (papel y agar - cultivo in vitro) con tres
tiempos de almacenamiento (un dia, 30 dias y 90 dias) bajo presencia/ausencia de iluminacion.

Fuente de Variaciéon Gl SC CM F P Significancia
Repeticion 9 0.1198 0.0133 1.29 0.2420 Ns
Especie 1 0.0039 0.0039 0.38  0.5409 Ns
Sistema de siembra 1 0.6208 0.6208 60.34  0.0000 *
Luminosidad 1 24.1526 24,1526  2347.6  0.0000 *
Tiempo de Almacenamiento 2 0.9218 0.4609 44.80 0.0000 *
Especie*Luminosidad 1 0.0006 0.0006 0.06 0.8116 Ns
Especie*Sistema de siembra 1 0.0010 0.0010 0.09 0.7610 Ns
Especie*Tiempo Almacenamiento 2 0.0523 0.0261 254 0.0814 Ns
Sistema de siembra*Luminosidad 1 0.3180 0.3180 30.91 0.0000 *
Sistema de siembra*Tiempo Alm 2 0.6794 0.3397 33.02  0.0000 *
Luminosidad*Tiempo Almacenamient 2 0.1838 0.0919 8.39 0.0002 *
Especie*Sistema*Luminosidad 1 0.0260 0.0260 253 0.1131 Ns
Especie*Luminosidad*Tiempo Alm 2 0.0703 0.0351 3.41 0.0347 *
Sistema*Luminosidad*Tiempo Alm 2 0.7846 0.3923 38.13  0.0000 *
Especie*Sistema*Luminosidad*Tiempo 4 0.2017 0.0504 4.90 0.0009 *
Error 207 2.1296 0.0103
Total 239 30.2662
CV 12.80

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo.
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ANEXO 16

Tabla 16A. ANOVA para la variable Dias a Germinacion de semillas de pitahaya amarilla y roja
bajo dos métodos de siembra (papel y agar-cultivo in vitro) con tres tiempos de almacenamiento
(un dia, 30 dias y 90 dias), bajo presencia/ausencia de iluminacion.

Fuente de Variacién Gl SC CM F P Significancia
Repeticion 9 20.94 2.33 0.82 0.5997 Ns
Especie 1 7.00 7.00 2.46 0.1180 Ns
Sistema de siembra 1 4108.54 4108.54  1445.48 0.0000 *
Luminosidad 1 617.60 617.60 217.29 0.0000 *
Tiempo de Almacenamiento 2 1482.47 741.24 260.79 0.0000 *
Especie*Luminosidad 1 40.84 40.84 14.37 0.0002 *
Especie*Sistema de siembra 1 0.04 0.04 0.01 0.9087 Ns
Especie*Tiempo Almacenamiento 2 0.06 0.03 0.01 0.9898 Ns
Sistema de siembra*Luminosidad 1 0.70 0.70 0.25 0.6190 Ns
Sistema de siembra*Tiempo Almacen 2 336.77 168.39 59.24 0.0000 *
Luminosidad*Tiempo Almacenamiento 2 66.91 33.45 11.77 0.0000 *
Especie*Sistema*Luminosidad 1 0.10 0.10 0.04 0.8484 Ns
Especie*Luminosidad*Tiempo Alm 2 3.33 1.66 0.58 0.5581 Ns
Sistema*Luminosidad*Tiempo Alm 2 43.01 21.50 7.57 0.0007 *
Especie*Sistema*Luminosidad*Tiempo 4 11.38 2.85 1.00 0.4079 Ns
Error 207 588.36 2.84
Total 239 7328.06

CVv 12.80

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo
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Anexo 17.

Tabla 17A. ANOVA para la variable transformada Numero de Brotes por estaca en pitahaya
amarilla, cultivada en condiciones de campo: Roldanillo y La Tebaida y de invernadero: Armenia.

Fuente Gl SC CM F P Significancia
Repeticion 4 0.0683 0.01706 0.24 0.9159 Ns
Sitio 2 7.0196 3.50982 49.06 0.0000 *
Longitud 1 0.1513 0.15130 2.11 0.1493 Ns
Estaca
Haces 1 0.2165 0.21655 3.03 0.0852 Ns
Apice 1 0.0006 0.00059 0.01 0.9277 Ns
Sitio*Longitud 2 2.1096 1.05344 14.72 0.0000 *
Sitio*Haces 2 0.6709 0.33546 4.69 0.0115 Ns
Sitio*Apices 2 0.3745 0.18727 2.62 0.0784 Ns
Longitud*Haces 1 0.2944 0.29441 4.12 0.0454 Ns
Longitud*Apice 1 0.0002 0.00020 0.00 0.9576 Ns
Haces*Apice 1 0.1858 0.18575 2.60 0.1105 Ns
Sitio*Longitud*Haces 2 0.6040 0.30200 4.22 0.0176 *
Sitio*Longitud*Apice 2 0.1703 0.08516 1.19 0.3087 Ns
Longitud*Haces*Apice 1 0.0615 0.06149 0.86 0.3563 Ns
Sitio*Longitud*Haces*Apice 4 0.7856 0.19640 2.75 0.0330 *
Error 92 6.5818 0.07154
Total 119 19.2923
CVv 17.97

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo.
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Anexo 18. Resultados de la prueba de comparacion de medias (diferencia
minima significativa) para la variable transformada numero de brotes de

pitahaya amarilla en tres sitios de cultivo

18A. Prueba LSD de comparacion de todos los pares de media para la variable

transformada nimero de brotes por sitio del ensayo.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable

transformada numero de brotes por estaca para el factor sitio de cultivo.

SITIO Media Grupos Homogéneos
1 1.6955 A
2 1.6198 A
3 1.1488 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.0598

Valor critico T: 1.986

Valor Critico para Comparaciéon 0.1188

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son significativamente
diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para Qla interaccion
Sitio*Longitud.

SITIO LONGITUD Media Grupos Homogéneos

1 1 1.8583 A

2 1 1.7107 A

1 2 1.5327 B

2 2 1.5288 B

3 2 1.2960 C

3 1 1.0016 D
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.0846

Valor critico T: 1.986

Valor Critico para Comparaciéon 0.1680

Error término usado:REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay cuatro grupos (A, B, C y D) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.
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Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para la interaccion SITIO*HACES

SITIO HACES Media Grupos Homogéneos
.6982
.6929
.6422
.5973
.2960 B

.0016 C

WWNNPR R
NRERNNR
RPRERPRRR

>> > >

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.0846

Valor critico T: 1.986

Valor Critico para Comparaciéon 0.1680

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay tres grupos (A, B y C) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para la interaccién
SITIO*LONGITUD*HACES

SITIO LONGITUD HACES Media Grupos Homogéneos

1 1 1 1.8815 A
1 1 2 1.8352 A
2 1 2 1.7522 AB
2 1 1 1.6692 AB
1 2 2 1.5505 B
2 2 2 1.5322 BC
2 2 1 1.5255 BC
1 2 1 1.5149 BC
3 1 1 1.2960 C
3 2 1 1.2960 C
3 2 2 1.2960 C
3 1 2 0.7071 D
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.1196

Valor critico T: 1.986

Valor Critico para Comparacién 0.2376

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay cuatro grupos (A, B, etc.) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.
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Prueba de comparaciones de todos
transformada nUmero' de brotes
SITIO*LONGITUD*HACES*APICE

SITIO LONGITUD HACES APICE Media

1 1 2 2 2.1160
1 1 1 1 1.9131
1 1 1 2 1.8498
2 1 2 1 1.8498
2 1 1 1 1.7550
1 2 2 2 1.6970
2 1 2 2 1.6547
2 2 2 1 1.6391
2 2 1 2 1.6257
1 2 1 1 1.6046
2 1 1 2 1.5834
1 1 2 1 1.5545
1 2 1 2 1.4252
2 2 1 1 1.4252
2 2 2 2 1.4252
1 2 2 1 1.4041
3 1 1 1 1.3673
3 2 1 1 1.3673
3 2 2 1 1.2960
3 2 2 2 1.2960
3 1 1 2 1.2247
3 2 1 2 1.2247
3 1 2 1 0.7071
3 1 2 2 0.7071
Alpha 0.05

los pares de medias de
por estaca para la

Grupos Homogéneos
A
AB
ABC
ABC
BCD
BCDE
BCDE
BCDE
BCDEF
BCDEF
BCDEF
CDEFG
DEFG
DEFG
DEFG
EFG
EFG
EFG
FG
FG
G
G
H
H

Error Estandar para Comparacion 0.1692

Valor critico T: 1.986
Valor Critico para Comparacion

0.3360

la variable
interaccion

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay ocho grupos (A, B, etc.)

en los cuales las

significativamente diferentes una de otra.
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18B. Prueba LSD de comparacion de todos los pares de medias para la variable niumero

de brotes en estacas de pitahaya por sitio del ensayo.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para el factor SITIO

SITIO Media Grupos Homogéneos
1 2.5000 A
2 2.2250 A
3 0.9000 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.2001

Valor critico T: 1.986

Valor Critico para Comparacién 0.3974

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay dos grupos (A yO B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para la interaccidn
SITIO*LONGITUD

SITIO LONGITUD Media Grupos Homogéneos

1 3.0500 A

2 1 2.5500 A

1 2 1.9500 B

2 2 1.9000 B

3 2 1.2000 C

3 1 0.6000 D
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.2829

Valor critico T: 1.986

Valor Critico para Comparacién 0.5619

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay cuatro grupos (A, B, etc.) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para la interaccioén
SITI0*HACES

SITIO HACES Media Grupos Homogéneos
1 .5000
.5000
-3000
-1500
.2000 B

.6000 C

WWNNPRP P

NFRPRFRPNDN

OFRLNNNDN
> > >

Alpha 0.05

227



Error Estandar para Comparacion 0.2829

Valor critico T: 1.986

Valor Critico para Comparacion 0.5619

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay tres grupos (A, By C) en los cuales las medias no son

significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para la interaccion
SITIO*LONGITUD*HACES

SITIO LONGITUD HACES Media Grupos Homogéneos

1 1 1 3.1000 A

1 1 2 3.0000 A

2 1 2 2.7000 AB

2 1 1 2.4000 ABC
1 2 2 2.0000 BC
1 2 1 1.9000 CcD
2 2 1 1.9000 CD
2 2 2 1.9000 CD
3 1 1 1.2000 D
3 2 1 1.2000 D
3 2 2 1.2000 D
3 1 2 0.0000 E

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.4001

Valor critico T: 1.986

Valor Critico para Comparacion 0.7947

Error término usado: REPETICIO*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay cinco grupos (A, B, C, Dy E) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para la interaccién
SITIO*LONGITUD*HACES*APICE

SITIO LONGITUD HACES APICE Media Grupos Homogéneos

1 1 2 2 4.0000 A

1 1 1 1 3.2000 AB

1 1 1 2 3.0000 ABC

2 1 2 1 3.0000 ABC

2 1 1 1 2.6000 BCD

1 2 2 2 2.4000 BCDE

2 1 2 2 2.4000 BCDE

1 2 1 1 2.2000 BCDEF
2 1 1 2 2.2000 BCDEF
2 2 1 2 2.2000 BCDEF
2 2 2 1 2.2000 BCDEF
1 1 2 1 2.0000 CDEFG
1 2 1 2 1.6000 DEFG
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1 2 2 1 1.6000 DEFG
2 2 1 1 1.6000 DEFG
2 2 2 2 1.6000 DEFG
3 1 1 1 1.4000 EFG
3 2 1 1 1.4000 EFG
3 2 2 1 1.2000 FG
3 2 2 2 1.2000 FG
3 1 1 2 1.0000 GH
3 2 1 2 1.0000 GH
3 1 2 1 0.0000 H
3 1 2 2 0.0000 H
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.5659

Valor critico T: 1.986

Valor Critico para Comparacion 1.1239

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 92 GL

Hay ocho grupos (A, B, C, D, E, F, Gy H) en los cuales las medias no
son significativamente diferentes una de otra.
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18C. Prueba LSD de comparacion de todos los pares de media para la variable Longitud

del brote uno en estacas de pitahaya amarilla por sitio del ensayo.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
longitud del brote uno por estaca para SITIO

SITIO Media Grupos Homogéneos
1 47.025 A
2 31.175 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 5.1760

Valor critico T: 2.000

Valor Critico para Comparacién 10.354

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 60 GL
Las dos medias son significativamente diferentes una de la otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
longitud del brote uno por estaca para el factor LONGITUD

LONGITUD Media Grupos Homogéneos
1 46.100 A
2 32.100 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 5.1760

Valor critico T: 2.000

Valor Critico para Comparacion 10.354

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 60 GL
Las dos medias son significativamente diferentes una de la otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
longitud del brote uno por estaca para la interacciéon SITIO*HACES

SITIO HACES Mean Grupos Homogéneos

1 1 57.200 A
1 2 36.850 B
2 2 32.550 B
2 1 29.800 B
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 7.3200

Valor critico T: 2.000

Valor Critico para Comparacién 14.642

Error término usado: REPETICION*SITIO*LONGITUD*HACES*APICE, 60 GL
Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

230



Anexo 19

Tabla 19A. ANOVA para la variable Longitud del Brote 1, en estacas de pitahaya amarilla,
cultivada en condiciones de campo: Roldanillo y La Tebaida y de invernadero: Armenia.

Fuente Gl SC CM F P Significancia
Repeticiones 4 931.1 232.7 0.43 0.7832 ns
Sitio 2 20008.5 10004.5 11.16 0.0000 *
Longitud 1 16.1 16.1 0.02 0.8935 ns
Haces 1 4687.5 4687.5 5.23 0.0242 *
Apice 1 353.6 353.6 0.39 0.5313 ns
Sitio*Longitud 2 14121.7 7060.8 7,88 0.0006 *
Sitio*Haces 2 3962.4 1981.2 221 0.1147 ns
Sitio*Apice 2 4811.7 2405.8 2.68 0.0730 ns
Longitud*Haces 1 2033.63 2033.6 2.27 0.1350 ns
Longitud*Apice 1 410.7 410.7 0.46 0.4999 ns
Haces*Apice 1 48.1 48.1 0.05 0.8172 ns
Sitio*Longitud*Apice 1 638.5 638.4 1.19 0.2794 ns
Sitio*Haces*Apice 1 0.4 0.4 0.00 0.9770 ns
Longitud*Haces*Apice 1 5.0 5.0 0.01 0.9234 ns
Sitio*Longitud*Haces*Apice 1 174.1 174.0 0.32 0.5708 ns
Error 105 94108.5 896.2
Total 119 144563.0

CV 59.20

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo.
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Anexo 20

Tabla 20A. ANOVA para la variable transformada Numero de Brotes por estaca en pitahaya
amarilla y roja, cultivada en condiciones de campo en el Municipio de La Tebaida, Departamento

del Quindio.

Fuente Gl SC CM F P Significancia
Repeticiones 4 1.0271 0.25677 2.02 0.1033 ns
Especie 1 1.3505 1.35046 10.61 0.0018 *
Longitud 1 0.2502 0.25020 1.97 0.1660 ns
Haces 1 0.3984 0.39839 3.13 0.0819 ns
Apice 1 0.1861 0.18607 1.46 0.2313 ns
Especie*Longitud 1 0.0499 0.04991 0.39 0.5335 ns
Especie*Haces 1 0.3291 0.32909 2.59 0.1130 ns
Especie*Apice 1 0.0566 0.05656 0.44 0.5075 ns
Longitud*Haces 1 0.040 0.00402 0.03 0.8596 ns
Longitud* Apice 1 0.4035 0.40349 3.17 0.0800 ns
Haces*Apice 1 0.6444 0.64443 5.07 0.0281 *
Especie* Longitud*Haces 1 0.0024 0.00240 0.02 0.8913 ns
Especie* Longitud*Apice 1 0.0001 0.00008 0.00 0.9797 ns
Longitud*Haces*Apice 1 0.0027 0.00273 0.02 0.8840 ns
Especie* 2 0.0918 0.04591 0.36 0.6986 ns
Longitud*Haces*Apice
Error 60 7.6337 0.12723
Total 79 12.4304

Cv 22.87

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo.
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Anexo 21

Tabla 21A. ANOVA para la variable Longitud del Brote 1 en estacas de pitahaya amarilla y roja,
cultivadas en condiciones de campo: Municipio de La Tebaida, Departamento del Quindio.

Fuente Gl SC CM F P Significancia
Repeticiones 4 874.7 218.68 0.38 0.8201 ns
Especie 1 2892.0 2892.01 5.06 0.0281 *
Longitud 1 2152.8 2152.81 3.77 0.0569 ns
Haces 1 165.3 165.31 0.29 0.5926 ns
Apice 1 21.0 21.01 0.04 0.8486 ns
Especie*Longitud 1 546.0 546.01 0.96 0.3322 ns
Especie*Haces 1 418.6 418.61 0.73 0.3954 ns
Especie*Apice 1 49.6 49.61 0.09 0.7692 ns
Longitud*Haces 1 1453.5 1453.51 2.54 0.1159 ns
Longitud* Apice 1 227.8 227.81 0.40 0.5301 ns
Haces*Apice 1 1833.6 1833.61 3.21 0.0782 ns
Especie* Longitud*Haces 1 143.1 143.11 0.25 0.6185 ns
Especie* Longitud*Apice 1 446.5 446.51 0.78 0.3802 ns
Longitud*Haces*Apice 1 2775 277.51 0.49 0.4885 ns
Especie* longitud*Haces*Apice 2 64.0 32.01 0.06 0.9455 ns
Error 60 34273.7 571.23
Total 79 45839.9
CV 65.19

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo.
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Anexo 22. Resultados de la prueba de comparacion de medias (diferencia
minima significativa) para la variable transformada numero de brotes por

estaca de dos especies de pitahaya.

22A. Prueba LSD de comparacion de todos los pares de media para la variable

transformada nimero de brotes para dos especies de pitahaya.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para el factor ESPECIE

ESPECIE Media Grupos Homogéneos
2 1.6895 A
1 1.429 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.0798

Valor critico T: 2.000

Valor Critico para Comparacién 0.1595

Error término usado:: REPETICION*ESPECIE*LONGITUD*HACES*APICE, 60 GL
Las dos medias son significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por estaca para la interaccion
HACES*APICE

HACES APICE Media Grupos Homogéneos

2 1 1.7681 A
1 2 1.5305 B
2 2 1.4921 B
1 1 1.4474 B
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.1128

Valor critico T: 2.000

Valor Critico para Comparacién 0.2256

Error término usado: REPETICION*ESPECIE*LONGITUD*HACES*APICE, 60 GL
Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.
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22B. Prueba LSD de comparacion de todos los pares de media para la variable real

namero de brotes para dos especies de pitahaya.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
nimero de brotes por estaca para el factor ESPECIE

ESPECIE Media Grupos Homogéneos
2 3.0250 A
1 2.1500 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.3196

Valor critico T: 2.000

Valor Critico para Comparacion 0.6394

Error término usado: REPETICION*ESPECIE*LONGITUD*HACES*APICE, 60 GL
Las dos medias son significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
numero de brotes por estaca para la interacciéon HACES*APICE

HACES APICE Media Grupos Homogéneos

2 1 3.4000 A
1 2 2.4500 B
2 2 2.3500 B
1 1 2.1500 B
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacidon 0.4520

Valor critico T: 2.000

Valor Critico para Comparacién 0.9042

Error término usado: REPETICION*ESPECIE*LONGITUD*HACES*APICE, 60 GL
Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

22C. Prueba LSD de comparacién de todos los pares de medias para la variable Longitud

del brote uno en estacas de pitahaya amarilla y roja.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
longitud del brote uno por estaca para el factor ESPECIE

ESPECIE Media Grupos Homogéneos
2 42.675 A
1 30.650 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 5.3443

Valor critico T: 2.000

Valor Critico para Comparacién 10.690

Error término usado: REPETICION*ESPECIE*LONGITUD*HACES*APICE, 60 GL
Las dos medias son significativamente diferentes una de otra.
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Anexo 23

Tabla 23A. ANOVA para el Numero de Brotes de pitahaya en cultivo in vitro

Fuente Suma de o] Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES
A:Especie 4,07388 1 4,07388 1,26 0,2630 ns
B:Medio Cultivo 1059,33 4 21,1865 6,54 0,0000 *
C:Tipo explante 62,5347 2 31,2673 9,66 0,0001 *
D:Raiz 4,31521 1 4,31521 1,33 0,2494 ns
E:Callo 6,37852 1 6,37852 1,97 0,1617 ns
RESIDUOS 789,889 244 3,23725
TOTAL (CORREGIDO) 2064,84 299

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

Anexo 24

Tabla 24A. ANOVA para la variable transformada Numero de Brotes emitidos por segmentos de
cladodios de pitahaya amarilla y roja en fase de micropropagacion.

Fuente Gl SC CM F P Significancia

Especie 1 0.649 0.6494 451 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*Medio de cultivo 4 0.816 0.2041 1.42 0.2280 ns
Especie*Tipo de Explante 2 0.910 0.4548 3.16 0.0440 *
Medio*Tipo de Explante 8 8.877 1.1096 7.71 0.0000 *
Especie*Medio*TipoExplante 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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Anexo 25. Resultados de la prueba de comparacion de medias (diferencia
minima significativa) para la variable transformada numero de brotes

emitidos y Longitud del brote en dos especies de pitahaya en cultivo in vitro

25A. Prueba LSD de comparacion de todos los pares de media para la variable

transformada nimero de brotes para dos especies de pitahaya.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por explante para el factor ESPECIE

ESPECIE Media Grupos Homogéneos
2 1.8606 A
1 1.7675 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.0438

Valor critico T: 1.969

Valor Critico para Comparacién 0.0862

270 GL

Las dos medias son significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por explante para el factor MEDIO DE

CULTIVO
MEDIO Media Grupos Homogéneos
3 2.6094 A
1 1.7390 B
4 1.7093 B
5 1.6447 B
2 1.3677 C
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.0693

Valor critico T:1.969

Valor Critico para Comparacion 0.1363

270 GL

Hay tres grupos(A, B y C) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por explante para el factor TIPO DE

EXPLANTE

TIPOEXPLA Media Grupos Homogéneos
1 1.8951 A
2 1.8555 A

3 1.6915 B

Alpha 0.05
Error Estandar para Comparacion 0.0536
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Valor critico T:1.969

Valor Critico para Comparacion 0.1056

270 GL

Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente deferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por explante para la interaccioén
ESPECIE*TIPOEXPLA

ESPECIE TIPOEXPLA Media Grupos Homogéneos
9773 A
.9033 A
.8868 A
.7336 B
.7175 B
.6656 B

PNRPNEREN
WWNEFREFEN
RPRRRRR

Alpha .05

Error Estandar para Comparacion 0.0759

Valor critico T:1.969

Valor Critico para Comparacion 0.1494

270 GL

Hay dos grupos (A y B)en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

o

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
transformada numero de brotes por explante para la interaccioén
MEDIO*TIPO DE EXPLANTE

MEDIO TIPOEXPLA Media Grupos Homogéneos

3 1 3.0662 A

3 2 2.4375 B

3 3 2.3245 B

1 2 1.8880 C

4 1 1.8788 C

4 2 1.8639 C

1 3 1.7121 CD

5 3 1.6898 CcD

5 1 1.6708 CD

1 1 1.6170 DE

5 2 1.5737 DEF

2 2 1.5143 DEF

4 3 1.3851 EFG

2 3 1.3461 FG

2 1 1.2426 G
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.1199

Valor critico T 1.969

Valor Critico para Comparacion 0.2362

270 GL

Hay siete grupos (A, B, C, D, E, Fy G) en los cuales las medias no
son significativamente diferentes una de otra.
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25B. Prueba LSD de comparacion de todos los pares de medias para la variable real

namero de brotes para dos especies de pitahaya.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
nimero de brotes por explante para el factor ESPECIE

ESPECIE Media Grupos Homogéneos
2 3.2867 A
1 3.0000 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.1978

Valor critico T 1.969

Valor Critico para Comparacién 0.3893

270 GL

Las dos medias son significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
nimero de brotes por explante para el factor MEDIO DE CULTIVO

MEDIO Media Grupos Homogéneos

3 6.6167 A

1 2.7000 B

4 2.6500 B

5 2.3333 B

2 1.4167 C
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.3127

Valor critico T 1.969

Valor Critico para Comparacion 0.6156

270 GL

Hay tres grupos (A, By C) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
nimero de brotes por explante para el factor TIPO DE EXPLANTE

TIPOEXPLA Media Grupos Homogéneos
1 3.6700 A
2 3.2000 A
3 2.5600 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.2422

Valor critico T 1.969

Valor Critico para Comparacion 0.4768

270 GL

Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.
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Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
numero de brotes por explante para la interaccion ESPECIE*TIPO DE
EXPLANTE

ESPECIE TIPOEXPLA Media Grupos Homogéneos
.8200 A
.6600 A
.5200 A
.7400 B
.6800 B
.4400 B

PNEFENNPRE
WWNEFE NP
NNNWWW

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.3425
Valor critico T 1.969

Valor Critico para Comparacion 0.6743
270 GL

Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias

no son significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
nimero de brotes por explante para la interaccion MEDIO*TIPO DE
EXPLANTE

MEDIO TIPOEXPLA Media Grupos Homogéneos

3 1 9.1000 A

3 2 5.6500 B

3 3 5.1000 B

4 2 3.2500 C

4 1 3.2500 C

1 2 3.2000 C

5 1 2.5500 CD

1 3 2.5000 CDE

1 1 2.4000 CDEF

5 3 2.4000 CDEF

5 2 2.0500 DEFG

2 2 1.8500 DEFG

4 3 1.4500 EFG

2 3 1.3500 FG

2 1 1.0500 G
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.5416

Valor critico T 1.969

Valor Critico para Comparacion 1.0662

270 GL

Hay siete grupos (A, B, C, D, E, Fy G) en los cuales las medias no
son significativamente diferentes una de otra.
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25C. Prueba LSD de comparacion de todos los pares de media para la variable Longitud

del brote uno en explantes de pitahaya amarilla y roja.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
longitud del brote uno por explante para el factor ESPECIE

ESPECIE Media Grupos Homogéneos
2 4.5800 A
1 2.9733 B

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.1903

Valor critico T 1.969

Valor Critico para Comparacién 0.3747

270 GL

Los dos grupos de medias son significativamente diferentes uno de
otro.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
longitud del brote uno por explante para el factor MEDIO

MEDIO Media Grupos Homogéneos

5 4.5667 A

3 4.0333 AB

1 3.6333 BC

2 3.4667 BC

4 3.1833 C
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.3009

Valor critico T 1.969

Valor Critico para Comparaciéon 0.5925

270 GL

Hay tres grupos (A, By C) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
longitud del brote uno por explante para el factor TIPO DE EXPLANTE

TIPOEXPLA Media Grupos Homogéneos
2 4.5000 A
1 3.7500 B
3 3.0800 C

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.2331

Valor critico T 1.969

Valor Critico para Comparacion 0.4589

270 GL

Los tres grupos de medias son significativamente diferentes uno de
otro.
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Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable

longitud del brot
DE EXPLANTE

ESPECIE TIPOEXPLA

PFRPEFEPNNDN
WERPrNWEDN

Alpha

e uno por explante para la interaccién ESPECIE*TIPO

Media Grupos Homogéneos
.5000 A

.2200 B

.0200 BC

-5000 CD

.2800 D

.1400 E

NWwWwhbro

0.05

Error Estandar para Comparacion 0.3296

Valor critico T 1
Valor Critico par
270 GL

Hay cinco grupos
significativament

-969
a Comparacion 0.6490

(A, B, C, Dy E) en los cuales las medias no son
e diferentes una de otra.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable

longitud del brot
CULTIVO*TIPO DE E

MEDIO TIPOEXPLA

ARANOONRPRPWOWRNWAMOOO
WRPRWWRWEFRFPWNNNNNPRE

Alpha

e uno por explante para la interaccién MEDIO DE
XPLANTE

Media Grupos Homogéneos

5.6000 A
4.8000 AB
4_.7000 AB
4_.7000 AB
4.2500 BC
4._.0500 BC
3.8500 BC
3.5500 CD
3.4500 CD
3.4000 Cb
3.4000 Cb
3.3000 Cb
2.7500 DE
2.7500 DE
2.1000 E
0.05

Error Estandar para Comparacion 0.5212

Valor critico T 1
Valor Critico par
270 GL

Hay cinco grupos

.969
a Comparacion 1.0262

A, B, C, Dy E) en los cuales las medias no son

significativamente diferentes una de otra.
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Anexo 26

Tabla 26A. ANOVA para la variable Longitud del Brote 1 de segmentos de cladodios de pitahaya
amarilla y roja en fase de micropropagacion.

Fuente de Variacién Gl SC CM F P Significancia
Especie 1 193.60 193.603 71.27 0.0000 *
Medio de cultivo 4 69.52 17.380 6.40 0.0001 *

Tipo de explante 2 100.93 50.463 18.58 0.0000 *
Especie*Medio de cultivo 4 20.61 5.153 1.90 0.1112 ns
Especie*Tipo de Explante 2 16.85 8.423 3.10 0.0466 *
Medio*Tipo de Explante 8 68.94 8.617 3.17 0.0019 *
Especie*Medio*TipoExplante 8 22.09 2.761 1.02 0.4239 ns
Error 270 733.50 2.717

Total 299 1226.04

CV 43.64

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

Anexo 27

Tabla 27A. ANOVA para la variable presencia de callo en vitroplantulas de pitahaya amarilla y roja
formados a partir de la fase de micropropagacion.

Fuente de Variacion 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 al 0,95%, ns= no significativo.
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Anexo 28

Tabla 28A. ANOVA para un disefio completamente aleatorizado con cinco observaciones por
tratamiento, en un arreglo factorial con tres factores controlados, para la variable Aumento de Peso
de vitroplantulas de pitahaya amarilla en fase de aclimatacion.

Fuente de Variacion Gl SC CM F P Significancia
Tamafio 1 13.36 13.36 39.84 0.0000 *
Ambiente 1 0.70 0.70 2.10 0.1526 ns
Sustrato 3 9.17 3.05 9.11 0.0000 *
Tamafio*Ambiente 1 0.46 0.46 1.39 0.2434 ns
Tamafio*Sustrato 3 3.54 1.18 3.52 0.0199 *
Ambiente*Sustrato 3 3.70 1.23 3.68 0.0165 *
Tamafio*Ambiente*Sustrato 3 1.98 0.66 1.97 0.1273 ns
Error 64 21.47 0.33
Total 79 54.40

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo. CV=17.00

Anexo 29
29.A Resultados de la Prueba LSD de comparacion de todos los pares de medias para la
variable incremento de peso en vitroplantulas de pitahaya amarilla en fase de

aclimatacion.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
incremento en peso para la interaccion Tamafo*Ambiente*Sustrato

TAMANO AMBIENTE SUSTRATO MEDIA Grupos Homogéneos

1 2 2 3.10 A

1 1 2 1.56 B

1 1 4 1.32 BC

1 2 3 1.24 BC

1 2 4 1.20 BCD

1 1 1 1.16 BCDE
2 2 2 1.00 BCDE
1 1 3 0.98 BCDE
2 1 3 0.88 BCDE
1 2 1 0.84 CDE
2 1 2 0.68 CDE
2 2 3 0.62 CD
2 1 4 0.46 DE
2 2 1 0.46 DE
2 2 4 0.42 E
2 1 1 0.34 E

Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.3663
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Valor critico T 1.998

Valor Critico para Comparacion 0.7318

64 GL

Hay cinco grupos A, B, C, Dy E) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes una de otra.

Anexo 30

Tabla30A. ANOVA para un disefio completamente aleatorizado con cinco observaciones por
tratamiento, en un arreglo factorial con tres factores controlados, para la variable transformada
NuUmero de Brotes en vitroplantulas de pitahaya amarilla en fase de aclimatacion.

Fuente de Variacion Gl SC CM F P Significancia
Tamafio 1 0.01 0.01 0.11 0.7421 ns
Ambiente 1 0.00 0.00 0.00 0.9527 ns
Sustrato 3 2.13 0.71 4.05 0.0106 *
Tamafio*Ambiente 1 0.00 0.00 0.00 0.9554 ns
Tamafio*Sustrato 3 0.51 0.17 0.98 0.4067 ns
Ambiente*Sustrato 3 0.22 0.07 0.42 0.7394 ns
Tamafio*Ambiente*Sustrato 3 0.67 0.22 1.29 0.2852 ns
Error 64 11.21 0.17
Total 79 14.78

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo. CV=23.88

Anexo 31. Resultados de la Prueba LSD de comparacion de todos los pares de medias
para la variable transformada nimero de brotes en vitroplantulas de pitahaya amarilla en

fase de aclimatacion.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
nimero de brotes por Sustrato

SUSTRATO MEDIA Grupos Homogéneos

2 1.85 A
1 1.35 AB
4 0.90 B
3 0.75 B
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 0.1324

Valor critico T 1.998

Valor Critico para Comparacién 0.2645

64 GL

Hay dos grupos (A y B) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.
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Anexo 32

Tabla 32A. ANOVA para un disefio completamente aleatorizado con cinco observaciones por
tratamiento, en un arreglo factorial con tres factores controlados, para la variable Aumento de
Longitud de vitroplantulas de pitahaya amarilla en fase de aclimatacion.

Fuente de Variacion Gl SC CM F P Significancia
Tamafio 1 4.90 4.90 5.22 0.0256 *
Ambiente 1 1.25 1.25 1.33 0.2527 ns
Sustrato 3 3.20 1.06 1.14 0.3439 ns
Tamafio*Ambiente 1 3.69 3.69 3.94 0.0515 ns
Tamafio*Sustrato 3 2.20 0.73 0.78 0.5085 ns
Ambiente*Sustrato 3 4.70 1.56 1.67 0.1818 ns
Tamafio*Ambiente*Sustrato 3 7.87 2.62 2.80 0.0471 *

Error 64 60.04 0.93
Total 79 87.87

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo. CV=12.43

Anexo 33. Resultados de la Prueba LSD de comparacién de todos los pares de medias
para la variable incremento en longitud en vitroplantulas de pitahaya amarilla en fase de

aclimatacion.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
incremento en longitud para la interaccion Tamafio*Ambiente*Sustrato

TAMANO AMBIENTE SUSTRATO MEDIA Grupos Homogéneos

1 1 1 3.16 A

1 1 4 2.58 AB

1 2 4 2.52 ABC
1 2 2 2.38 ABC
1 1 2 2.14 ABC
1 2 2 2.06 ABC
2 1 3 1.86 BCD
1 2 1 1.82 BCD
2 1 4 1.66 BCD
1 1 2 1.62 BCD
2 2 3 1.54 BCD
2 2 3 1.46 BCD
2 1 3 1.42 BCD
2 1 1 1.34 CD
2 2 4 1.34 CD
2 2 1 0.66 D

Alpha 0.05
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Error Estandar para Comparacion 0.6126

Valor critico T 1.998

Valor Critico para Comparacion 1.2238

64 GL

Hay cuatro grupos A, B, C Y D) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Anexo 34

Tabla 34A. 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 vitroplantulas de pitahaya amarilla en fase de aclimatacion.

Fuente de Variacién Gl SC CM F P Significancia
Tamafio 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 *
Tamafio*Ambiente 1 25.43 25.42 251 0.1181 ns
Tamafio*Sustrato 3 31.39 10.46 1.03 0.3842 ns
Ambiente*Sustrato 3 117.40 39.13 3.86 0.0133 *
Tamafio*Ambiente*Sustrato 3 113.69 37.89 3.74 0.0153 *

Error 64 648.43 10.13
Total 79 1272.61

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo. CV=17.69

Anexo 35. Resultados de la Prueba LSD de comparacion de todos los pares de medias
para la variable longitud de raiz en vitroplantulas de pitahaya amarilla en fase de
aclimatacion.

Prueba de comparaciones de todos los pares de medias de la variable
longitud de raiz para la interaccion Tamafo*Ambiente*Sustrato

TAMANO AMBIENTE SUSTRATO MEDIA Grupos Homogéneos

1 2 2 14.34 A

1 1 3 10.36 AB

1 2 1 9.18 BC

1 2 3 8.72 BCD
2 1 3 7.58 BCDE
2 2 3 7.44 BCDE
1 1 4 7.38 BCDE
1 1 1 5.70 CDE
1 1 2 5.18 CDE
2 1 1 5.00 DE
2 1 2 4.74 DE
2 2 2 4.66 E
2 2 1 4._46 E
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1 2 4 4.32 E

2 1 4 4.02 E

2 2 4 3.70 E
Alpha 0.05

Error Estandar para Comparacion 2.0131
Valor critico T 1.998

Valor Critico para Comparacion 4.0217
64 GL

Hay cinco grupos (A, B, C,D y E) en los cuales las medias no son
significativamente diferentes unas de otras.

Anexo 36

Tabla 36A. ANOVA para evaluar el efecto de cinco inéculos o tratamientos, en la respuesta a
enfermedades causadas por hongos asociados a la pudricion basal del fruto y pudricion de la

estaca en pitahaya amarilla.

Fuente Suma de gl Cuadrado F P
Cuadrados Medio

Tratamiento 3,96 4 0,99 5,87 0,0011 *

Inoculo

Residuos 5,73 34 0,16

TOTAL 9,69 38

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

Anexo 37

Tabla 37A. ANOVA para evaluar el efecto de la inoculacién con hongos asociados a la pudricion
basal del fruto y pudricién de la estaca, en tres accesiones de pitahaya amarilla y una de pitahaya

roja en condiciones de invernadero.

Fuente Suma de gl Cuadrado F P
Cuadrados Medio

Accesiones 1,58 3 0,53 3,17 0,0085 *

Residuos 1,33 8 0,16

TOTAL 2,91 11

*Significativo al 0,95%, ns= no significativo.
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Anexo 38. Protocolos para la propagacion de pitahayay evaluacién de dafio
causado por hongo

38A. Guia Para la Propagacion de Pitahaya Amarilla a Partir de Semilla

Sexual

Para la obtencion de plantulas a partir de semillas se deben tomar frutos sanos
provenientes de plantas con caracteres morfo-agrondmicos deseables, los cuales
se sumergen durante 14 horas en una solucién de hipoclorito de sodio al 6% (Rao
et al., 2007), posteriormente se lavan con abundante agua destilada estéril y, se
realiza un corte en el exocarpo empleando una herramienta limpia, desinfectada y

afilada.

La pulpa y las semillas se disponen en un recipiente tipo cernidor, y se les aplica
una suave presion para desprender, con lavado, el mucilago que las rodea. Luego,

se desinfectan las semillas empleando el siguiente protocolo:

- Inmersion en tween 20 u otro detergente concentrado por 20 minutos

- Lavado con abundante agua destilada estéril por tres veces consecutivas
- Inmersién en etanol al 70% durante 20 minutos

- Lavado con abundante agua destilada estéril por tres veces consecutivas
- Inmersién en hipoclorito de sodio al 3% por 10 minutos

- Lavado con abundante agua destilada estéril por tres veces consecutivas

A partir de este procedimiento, las semillas se disponen sobre papel absorbente
en un area con alta circulacién de aire para que se sequen a la temperatura

ambiente.

Al término de 24 horas, se pueden emplear las semillas para pruebas de

germinacion, de almacenamiento o de cultivo en condiciones in vitro.
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Las pruebas de germinacion deben realizarse sobre lotes de 100 semillas con
cuatro repeticiones (ISTA, 2005), a las cuales es preferible registrarles el
contenido de humedad, como punto de referencia para la toma de decisiones o
sacar conclusiones en los estudios fisiolégicos de la especie. La siembra se
realiza en un ambiente estéril sobre papel absorbente (tipo Whatman Grado 181)
dispuesto en cajas Petri, agregando suficiente cantidad de agua destilada estéril
para inducir la imbibicién; luego se disponen las cajas en ambientes iluminados
con temperaturas constantes (entre 20 - 26°C). Para otro tipo de ensayo, puede
emplearse un sustrato suelto, estéril y con buen drenaje. La germinacion del lote

de semillas debe culminar entre el dia siete y el dia nueve.

Las plantulas normales presentan un par de hojas cotiledonares de color verde
intenso y un hipocotilo de color verde claro que rapidamente adquiere coloracion
verde oscura; la raiz principal esta rodeada de abundantes pelos absorbentes y
raices secundarias; al término de quince dias, debe desarrollarse el cladodio que
emerge entre las hojas cotiledonares, este presenta numerosas vellosidades que

con el paso del tiempo adquieren consistencia lignificada (Figuras 1y 2).

Figura 1. Organos de plantulas normales de pitahaya amarilla. a. Plantula normal exhibiendo
las hojas cotiledonares expandidas. b. Detalles de la raiz primaria y raices secundarias. c.
Desarrollo del cladodio a partir de la plumula. d. Desarrollo de aculeos en el cladodio.
(Fotografias R. Suéarez, 2011)
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Figura 2. Plantulas de pitahaya amarilla. a. Plantulas emergidas en sustrato suelo-
cascarilla de arroz. b. Plantula de pitahaya seis meses después de la germinacion de
semilla sexual.(Fotografias R. Suarez, 2011).

Cuando se quiere tener la certeza del potencial de germinacion de la semilla, es
necesario realizar pruebas de viabilidad sobre una muestra del lote de semillas
que se desea sembrar o evaluar. Para tal caso, debe seguirse el siguiente

procedimiento:

1. Seleccionar frutos sanos provenientes de plantas con caracteres agronémicos
deseables.

2. Los frutos se sumergen durante 14 horas en una solucion de hipoclorito de sodio al
6%, posteriormente se lavan con abundante agua destilada estéril y, se realiza un
corte en el exocarpo empleando una herramienta limpia, desinfectada y afilada. A
partir de alli se obtienen las semillas como se indic6 en el procedimiento para
germinacion. Deben descartarse las semillas vanas, es decir, aquellas que
presentan una coloracion rojiza y una estructura aplanada

3. Las semillas se imbiben durante 24 horas en agua destilada estéril y, a partir de
ese momento se extrae el embridn, ejerciendo ligera presion sobre la testa o

cubierta de la semilla y luego presionando desde la parte acuminada hacia la parte
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abultada de la misma (Figura 3). Este procedimiento es dispendioso, por tanto,
también puede realizarse secando ligeramente las semillas después de la
imbibicion y aplicando suave presion para producir la ruptura de la cubierta, la cual
se termina de eliminar con una herramienta apropiada. Este procedimiento debe
hacerse bajo estereoscopio. De ser posible, debe eliminarse la cuticula (Figura 3b-
c).

Sobre los embriones (Figura 3d) se realizan cortes para descartar aleatoriamente
la mitad de los mismos.

Lotes de 25 embriones con cuatro repeticiones se disponen en tubos de ensayo
envueltos en papel aluminio o0 en recipientes color &mbar, con una solucién de
cloruro de 2, 3, 5 trifenil tetrazolium (tetrazolio) al 0.5% y con un pH
aproximadamente neutro (6.5 a 7.0), los cuales se llevan a 40°C durante una hora.
Se extraen los embriones y se sumergen en agua destilada para eliminar exceso
de colorante.

Las lecturas de los embriones tefiidos se realizan en un estereoscopio con un
aumento de 0.7 a 2.5x

La cuantificacion de los embriones viables y no viables se realiza con base en los
patrones topoldgicos establecidos y se expresan en porcentaje de semillas viables
(Tabla 1).

Figura 3. Semilla y embriones de pitahaya amarilla. a. Semilla con la testa, exhibiendo
caracteristicas externas apropiadas para incluirla en la prueba de viabilidad. b.
Embrién con cuticula. c. Desprendimiento de la cuticula. d. Embrién sin cuticula.
(Fotografia R. Suarez 2011).
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Tabla 1. Patrones topograficos desarrollados por embriones de pitahaya amarilla en la prueba de
tincién con Tetrazolio (Fotografias R. Suarez 2011. Las imagenes corresponden a X1).

CATEGORIA
DE VIABILIDAD

DESCRIPCION FOTOGRAFIA

Viable
1
2 Viable
Viable

i,
¥

Embrion con tincién rojiza total

|

Embrién con ausencia de tinciébn en la parte
terminal media de los cotiledones y la parte ventral
del eje epicotileo e hipocétilo radicular, la parte
dorsal del embrién, del eje epicotileo e hipocotilo
radicular y la radicula tefiidos

Embrion con todas sus estructuras tefiidas excepto
el 25% de los cotiledones en su parte terminal.
Estas tinciones dan lugar a plantulas con raices
poco desarrolladas.
T—
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Viable  Embrién con tincién en la parte superior de los cotiledones

y en la parte dorsal del eje hipocétilo-radicular.

Embrion con tincion en la parte superior dorsal de los

Viable
cotiledones, eje hipocotilo radicular y ausencia de tincion
en la parte ventral de los cotiledones
Embrion con ausencia de tinciéon en todas sus estructuras
No
viable
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No Embrién con tincion leve en la region radicular y el extremo

7
viable  de los cotiledones
No . - : . : —
8 bl Embrién con el apice radicular tefiido y ausencia de tincion
viable

en las demas estructuras

38B. GUIA PARA LA PROPAGACION VEGETATIVA DE PITAHAYA AMARILLA

PROPAGACION POR ESTACAS!
Condiciones Basicas

Personal:

La propagacion de Pitahaya amarilla a partir de estacas, debe ser realizada por

personas capacitadas en el proceso (Figura 4), preferiblemente, con

! Para la elaboracion de este protocolo, se tuvo en cuenta la Norma Técnica Nicaragiiense NTN 11 002-03: NORMA DE
PROCEDIMIENTOS PARA LA CERTIFICACION Y ACREDITACION DE VIVEROS DE PITAHAYA, aprobada por
la Comisién Nacional de Metrologia, Normalizacién Prueba y Calidad. 2003 y el Manual para la propagacién de
Cactéceas del ICA 2011.
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entrenamiento en la produccién y multiplicaciéon de plantas, conocimientos en el

manejo integrado de plagas y enfermedades y, uso seguro de plaguicidas.

Figura 4. Productor de pitahaya amarilla del
municipio de Roldanillo, Departamento del
Valle del Cauca, realizando labores de
tutorado en cultivo de estacas de pitahaya
amarilla. (Fotografia R. Suéarez, 2010)
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Infraestructura, Equipos e Insumos?:

Bodega o area de Herramientas: La propagacion de Pitahaya exige del productor
o distribuidor de material vegetal una infraestructura minima que consistente en
una bodega, donde se almacenaran los materiales, insumos y equipos necesarios
para la propagacion (tijera podadora, guantes, palas, palines, recatones,
azadones, machetes, bolsas plasticas, bolsas de almécigo, desinfectantes como
yodo agricola o hiploclorito de sodio, cal agricola, hormonas, fertilizantes, abonos,

etc.).

Area de cuarentena: Consiste en un espacio preferiblemente cerrado, fresco y

seco con buena ventilacién para almacenar las estacas antes de la siembra.

Area de Vivero (opcional): En el caso que el propietario o productor, decida
multiplicar el material promisorio para futuras resiembras o para ampliar el cultivo,
se adecua un sitio para recibo de suelo, abono organico y otros sustratos
requeridos para preparar la mezcla y para el llenado de bolsas. Asi mismo, en esta
area se debe adecuar un espacio para la siembra en bolsa o en camas del

material a propagatr.

El &rea de siembra estara ubicada en un sitio con buena exposicién solar durante
todo el dia (Figura 5). Suelo liviano con buen drenaje, limpio de arvenses, con
agua de calidad y en cantidad necesaria para riegos en la época seca, si se
requiere. En el caso de las pitahayas amarillas puede establecerse el cultivo en
asociacién con otras especies, que a la vez le suministran un grado minimo de

sombrio, lo cual favorece su desarrollo (Figura 6).

2 para la produccion en viveros debe contarse con la infraestructura descrita en el Manual para la Propagacion
de Cactaceas. ICA 2011.
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Figura 5. Productor de pitahaya adecuando un
area para el establecimiento del cultivo (Fotografia
R. Suarez, 2010).

Figura 6. Cultivos de pitahaya establecidos en el municipio de Roldanillo, departamento del
Valle del Cauca, a. asociado con cultivo de platano, b. sin asociacion (Fotografia R. Suéarez,
2010.

Caracteristicas del origen del material vegetativo: El propietario del cultivo
debera contar con un plano de ubicacion de las plantas madres y llevar un libro de
control donde se registre el origen de las variedades clonales seleccionadas para
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propagacion de materiales con fines de produccién. En este caso, debe solicitar al

distribuidor de semilla vegetativa los siguientes datos de procedencia:

e Nombre de la Finca.
e Nombre del Propietario donante o distribuidor.

e Ubicacién geogréafica: Departamento, Municipio, Vereda,
Corregimiento, Coordenadas.

e Edad del Cultivo
e Manejo Agricola

e Manejo Fitosanitario y control de plagas (certificacion ICA)

Procedimiento para la Multiplicacion y Propagacion de Plantas

Seleccion.

Las plantas madres para propagacion vegetativa deben ser plantas jévenes en
produccion (4-5 afos), vigorosas (Figura 7), que presenten un buen estado
fitosanitario y con frutas grandes y dulces. Estas plantas, deben representar las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de la variedad o clon a propagarse
(grosor del tallo, nimero de ramas fructificantes, nimero de frutos por planta, peso

promedio de los frutos).
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Figura 7. Planta de pitahaya con alta ramificacion en fase de

formacion de frutos. (Fotografia R. Suéarez, 2010).

Obtencion de Propagulos.

Una vez seleccionado el material se realizan cortes del tallo (tronco, intermedio y
punta a partir de tallos lefilosos) en segmentos de aproximadamente 100
centimetros de largo. Se debe emplear una herramienta de corte (machete o
podadora) afilada (Figura 8), que se debe desinfectar (con hipoclorito de sodio al
5% o yodo agricola) antes y después de cada corte. La persona responsable de la
obtencion de los tallos, debe haberse desinfectado y tener cuidado de cambiarse
de vestimenta al pasar de un lote a otro para evitar contaminacion de materiales
por esporas de hongos o bacterias. Cada planta donante debe impregnarse con

yodo luego del corte de la estaca (Figura 9).
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Figura 8. Herramienta utilizada entre
los productores de pitahaya para la
obtencion de estacas. (Fotografia R.
Suarez, 2010).

Figura 9. Forma técnica para la obtencion de estacas de pitahaya. Notese el empleo de
guantes para la proteccion del operario y la aplicacién de desinfectante en la herida
ocasionada en la planta madre o donante. (Fotografia R. Suérez, 2010).
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Se recomienda disponer los segmentos de cladodio o estacas, de manera vertical,
manteniendo la polaridad, en un lugar seguro, aireado, seco y bajo sombra por
un periodo de quince a veinte dias para realizar preseleccion por sanidad (los
tallos que manifiesten sintomas de enfermedad durante este periodo de tiempo,
deben eliminarse). Durante este periodo, los propagulos no deben estar en

contacto con el suelo o con material que le pueda generar infeccién.

Preparacion del sustrato para enraizamiento.

Se recomienda emplear suelo organico, arena de rio y turba en una proporcion de
1:1:1 como sustrato para promover el enraizamiento de las estacas; también, el
suelo se puede mezclar con arena o cascarilla de arroz. Soportadas sobre
guaduas o en otro tipo de madera, ligeramente apoyadas en el suelo suelto
mezclado con cascarilla de arroz, se promueve el enraizamiento de estacas

(Figuras 10y 11). En todos los casos, el sustrato debe esterilizarse.

Figura 10. Estacas de pitahaya en
fase de preparacion a la siembra.
(Fotografia R. Suéarez, 2010).
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Figura 11. Estacas de pitahaya en
formacion de raices. (Fotografia R.
Suérez. 2010).

Siembra en almacigo.

La siembra de las estacas puede hacerse en bolsas de almécigo de 12x10 o 9x10
calibre 300 (Figura 12) o, directamente en camas en el suelo destinadas para tal
fin, en estos casos, se emplean guaduas como soporte y, el sustrato
preferiblemente con los haces expuestos (Figura 13), teniendo cuidado de emplear
una herramienta (navaja o machete) bien afilado y desinfectado. En este
procedimiento, se eliminan entre 15 y 20 centimetros de tallo. Se recomienda
enterrar la estaca como minimo a 10 cms de profundidad, evitando que la parte
carnosa toque el suelo (Figura 14). Debe sembrarse una estaca por bolsa en

sustrato esterilizado.
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Figura 12. Obtencién de plantas de pitahaya empleando
bolsas de almacigo en condiciones de invernadero.
(Fotoarafia R. Suarez. 2010).

Figura 13. Exposicién de haces vasculares como técnica
preliminar a la siembra de estacas de pitahaya en
condiciones de campo o invernadero (Fotografia R. Suarez,

2010).
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Siembra directa en campo.

Las estacas pueden plantarse directamente en campo (Figura 14).Para ello se
recomienda, preparar hoyos de 30 x 30 x 30 cm, los cuales se rellenan con el
sustrato indicado (suelo: arena: turba) o se afloja suficientemente el suelo, para
garantizar el drenaje y la proliferacion de raices. En todos los casos, el suelo debe
estar libre de arvenses. Se debe evitar que el tallo o la penca con haces expuestos

entre en contacto con el suelo.

Figura 14. Siembra de estacas de pitahaya
en campo, empleando el sistema de cama en
guadua. Notese que la base del cladodio o

vaina, no entra en contacto con la superficie del
suelo, para evitar contaminacién por agentes
patégenos (Fotografia R. Suéarez, 2010).



PROPAGACION DE PITAHAYA AMARILLA POR CULTIVO in vitro

El cultivo de tejidos consiste en aislar una porciéon de la planta denominada
explante y proporcionarle artificialmente las condiciones fisicas y quimicas
apropiadas para que las células expresen su potencial intrinseco o inducido. Este
procedimiento se realiza en ambientes estériles para mantener los cultivos libres
de contaminacion. Dicha técnica consiste en el cultivo de meristemos vegetativos

apicales, apices caulinares y yemas sobre medios artificiales.

Los objetivos que se persiguen con la utilizacion del cultivo in vitro de tejidos vegetales son
numerosos. Mroginski & Roca (en Roca y Mroginski, 1993) y Pérez (1998) proponen los

siguientes:

a) Estudios basicos de fisiologia, genética, bioquimica y ciencias afines.
b) Bioconversion y produccion de compuestos Utiles

c) Incremento de la variabilidad genética

d) Obtencion de plantas libres de patdgenos

e) Propagacion de plantas

f) Conservacion e intercambio de germoplasma

En este campo, la micropropagacion es una técnica desarrollada principalmente
para la produccion en masa de plantas (Margara, 1988; Roca y Mroginski, 1993;
Kite y Klein, 1999). Su principal ventaja es la multiplicacion rapida de material
clonal libre de enfermedades. Esta caracteristica ha servido para introducir
rapidamente en el mercado nuevas variedades de plantas obtenidas mediante

seleccion, mutacion, programas de mejora o manipulacion genética.
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Seleccion del material.

Los explantes (partes de la planta a sembrar) para cultivo in vitro deben provenir
de plantas con caracteristicas agrondémicas, fitosanitarias o de interés genético.
Para su utilizacion deben sembrarse en cajas Petri (Figura 15) y mantenerse en un

ambiente estéril hasta el momento de la siembra.

Figura 15. Plantulas de pitahaya germinadas
en cajas Petri en condiciones de laboratorio,
garantizando un ambiente estéril (Fotografia R.
Suarez, 2010).

Desinfeccion.
En el laboratorio, bajo condiciones asépticas, se desinfectan las plantulas con el

siguiente protocolo:

- Inmersién en tween 20 u otro detergente concentrado por 10 minutos
- Lavado con abundante agua destilada estéril por tres veces consecutivas
- Inmersién en etanol al 70% durante 10 minutos

- Lavado con abundante agua destilada estéril por tres veces consecutivas
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- Inmersién en hipoclorito de sodio al 3% por 10 minutos

- Lavado con abundante agua destilada estéril por tres veces consecutivas

Se introduce el material en un beaker esterilizado con agua destilada, se tapa con

papel aluminio estéril, luego se lleva a la camara de siembra.

Establecimiento.

En el area de siembra, cumpliendo todos los requisitos para manejo en el
laboratorio de cultivo de tejidos vegetales (figura 16), se procede a separar las
hojas cotiledonares y a fragmentar en dos o tres secciones (segun tamafo) el
cladodio en formacion (figura 17); se debe tener la precauciéon de emplear hojas
de bisturi limpias, secas y frias y de realizar un corte fino (esta especie por sus
caracteristicas suculentas contiene abundante sustancia viscosa que impregna las

herramientas de trabajo y dificulta su manipulacion).

Figura 16. Materiales vegetales, medios de cultivo y herramientas dispuestas para la
siembra de segmentos de cladodio de pitahaya en cabina de flujo laminar en
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales (Fotografia R. Suarez, 2010).

268



a b

Figura 17. a. Plantulas de pitahaya desinfectadas para la obtencién de explantes, b.
Explantes (hojas cotiledonares y segmentos de cladodio) de pitahaya para el cultivo in vitro.

El recipiente con el medio de cultivo, debidamente esterilizado (en autoclave a 115
libras de presién y 121°C por 20 minutos) debe estar aclimatado a la temperatura
del laboratorio, en el momento de la siembra; asi, se retira la tapa (ya sea plastica
o de aluminio) cerca del mechero y se depositan dos o tres hojas cotiledonares o
fragmentos de cladodio haciendo una ligera presion para que el explante quede
introducido o “sembrado” en el medio; para ello se deben utilizar pinzas de punta
media y de un tamafo acorde a la profundidad del recipiente. El recipiente se
acerca a la llama, se flamea la tapa y ésta se coloca nuevamente. Al terminar la
siembra se marca la base del contenedor con fecha y especie; se debe indicar la

seccion de la cual procede el fragmento de cladodio (basal, intermedio o apical).

En camara de crecimiento (Figura 18) se incuban las vitroplantas por ocho a 15

dias a 26 +/- 2°C, 2000 lux y con un fotoperiodo de 16 horas luz.
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Figura 18. Camara de incubacién con condiciones controladas de temperatura y
luz, para el desarrollo de vitroplantas de pitahaya (Laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales de la universidad Nacional de Colombia, Sede Palmira. Fotografia R.
Suérez, 2010).

Micropropagacion.

La multiplicacion o micropropagacion in vitro se realiza a partir de plantulas de 20
a 30 dias de desarrollo, obtenidas en condiciones in vitro; para ello, se fragmentan
los cladodios en segmentos basales, intermedios y apicales (se recomienda que
cada segmento tenga como minimo un centimetro de longitud); se procede a
sembrar como se indic6 en el paso anterior colocando uno o dos segmentos
maximo por recipiente. Es importante eliminar las raices para que durante el
cultivo se formen unas nuevas, garantizando el desarrollo morfoldgico. EI material
se lleva al area de incubacion por 20 a 30 dias. Por cada explante se obtendra una
nueva planta con un promedio de cuatro a 11 brotes, los cuales se pueden seguir

multiplicando (preferiblemente cuatro multiplicaciones por explante) (Figura 19).
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Figura 19. a. Vitroplantas de pitahaya de las cuales se obtienen varios explantes para
micropropagacion, b. vitroplanta de pitahaya exhibiendo méas de 30 brotes por explante
(Fotografia R. Suéarez, 2010).

Aclimatacion.

En esta fase, se retiran las vitroplantulas del recipiente de incubacion (Figura 20) y
se lavan las raices con abundante agua hasta eliminar cualquier residuo del medio
de cultivo, luego se procede a disponerlas en vasos plasticos de 300 cc o camaras
de aclimatacion sobre sustrato suelo muy suelto, o arena, o una mezcla de arena:
turba: suelo, en proporcion 1:1:1. Si se emplean recipientes individuales, estos se
deben tapar de tal forma que permitan el intercambio de gases, para lo cual se
pueden realizar agujeros en el extremo superior del mismo. Los bordes de los
recipientes individuales se deben sellar con parafilm o vitafilm, para generar una
atmosfera humeda que facilite la transicion a las condiciones ambientales
definitivas. También se pueden emplear contenedores completamente cubiertos

de plastico calibre cuatro, generando humedades relativas cercanas al 100%.
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Durante ocho dias, estos recipientes se ubican en un lugar con luz indirecta y
buena aireacion, luego se levanta gradualmente la tapa del contenedor y se
exponen las plantas a un ambiente mas iluminado y seco (Figura 21 a y b). Al
cabo de dos meses se obtienen plantulas para el pre-transplante a campo (Figura

21c).

Figura 20. Extraccion de vitroplantulas con cinco cladodios, para iniciar la
fase de aclimatacion.

a b
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Figura 21. Aclimatacion de vitroplantulas de pitahaya amarilla. a. Contenedor con alta
humedad relativa para 20 plantulas. b. Contenedor individual. c. Plantula aclimatada que
puede ser pre-transplantada (Fotografia R. Suarez, 2010).



38 C. PROTOCOLO PARA ESTABLECER ENSAYOS DE EVALUACION DE
DANO POR HONGOS EN MATERIALES DE PITAHAYA AMARILLA

Selenicereus megalanthus (Haw.) Britt & Rose

Para evaluar la susceptibilidad de materiales de pitahaya a hongos asociados a la
pudricion basal del fruto o la pudricion de la penca, se debe contar con cepas
puras del agente patogénico cumpliendo con los Postulados de Koch (Agrios,
2005):

1) Aislar el posible agente causal de la sintomatologia de infeccion

A partir de frutos o estacas infectadas (Figura 1), se obtienen fragmentos de tres
centimetros que contengan tanto tejido vegetal sano como infectado (Figura 2) a
los cuales se les hace un lavado con hipoclorito de sodio al 3%. En una camara de
flujo laminar se siembran sobre medio papa dextrosa agar PDA OXOID acidulado
con &cido lactico, los cuales se incuban a 28°C por seis dias. Posteriormente en
otra caja Petri con PDA se re-aislan en cultivo puro los hongos que generen

micelio y se continda la incubacién por diez dias mas a 28°C.

a

Figura 1. a. Fruto afectado por pudricion basal del fruto, b. cladodio afectado por la pudricion de la
penca.
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Figura 2. Obtencion de fragmentos de cladodio
infectado para la siembra en PDA.

2) El agente debe ser aislado del cuerpo en un cultivo puro a partir de las

lesiones de la enfermedad.

Se realizan improntas y montaje en placa para la determinacion de los
microorganismos presentes en estas estructuras, al menos hasta género, las
cepas se determinan por caracteres morfoldgicos para verificar si manifiestan

diferencias en el desarrollo micelial en el medio de cultivo (Figura 3).

—

Cepa' Cepa Cepa3

Figura 3. Aislamientos de hongos para inoculacién
de material vegetal.
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3) El agente debe provocar la enfermedad en material susceptible

Se realizan inoculaciones en los tres modelos de ensayo propuesto, en

condiciones controladas y semicontroladas.

A. Ensayo en vitroplantulas: sobre cladodios de plantulas obtenidas por cultivo
in vitro, se aplica con o sin puncion un disco de micelio de las cepas a
evaluar, posteriormente se disponen en caja Petri con un cladodio por caja,
en medio con PDA, incubando la muestra por siete dias a 26°C. Se
registran datos durante cinco dias (Figura 4).

B. Ensayo en frutos en estado de desarrollo dos (segun la NTC 3554/1996)
adheridos a un fragmento de estaca: La prueba en frutos, se lleva a cabo
en segmentos de cladodios de 30 a 50 cm de largo, sin cortes, con 1- 2
frutos, inoculando a 3-5 mm de profundidad en heridas efectuadas en el
punto de insercion del fruto a la penca, con contacto directo del micelio

proveniente de cepas de cinco dias.

La incubacion se realiza a una temperatura entre 26 y 29 °C, en camara
hameda plastica sobre papel absorbente con agua estéril y una estructura
de madera para evitar el contacto del recubrimiento plastico con las

muestras (figura 4). Se registran datos durante 12 dias (Figura 5).
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Figura 4. Camara humeda generada para la evaluacion de susceptibilidad
de frutos de pitahaya a la inoculacion con hongos patégenos asociados a la
pudricion basal del fruto y la pudricion de la penca.
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Figura 5. Desarrollo de la lesién causada por Fusarium Spp. en frutos de pitahaya amarilla.

C. Ensayo en estacas de tallo: en un invernadero de estructura sencilla con

cobertura plastica de calibre 6 mm, con camas o armazon de madera a 100
cm sobre el suelo, se cultivan estacas de pitahaya sobre bolsas de
almacigo o recipientes plasticos hasta la formacion de uno o dos brotes o
cladodios hijos, sobre las cuales se evaluara la respuesta al agente

patdgeno.

Las inoculaciones se realizan con cepas de tres dias, aisladas de frutos y/o
de cladodios, provenientes de un cultivo puro, empleando la técnica de
puncion en la parte terminal del cladodio més erguido, a 15 - 20 cm del
apice, con 0.2 cm® de una dilucién de esporas ajustada a 1 X 10 °. Las
heridas se cubren con una pelicula de vinipel durante 48 horas generando
una atmosfera humeda para el desarrollo del hongo. Se registra la
presencia o ausencia de la lesion, el tamafio de la misma, el tiempo en que
aparece y la forma como se desarrolla, para un periodo minimo de 30 dias
(figura 6).

277



Al aparecer la infeccion (72 horas después de la inoculacién se observan
los primeros sintomas) se toman muestras de las lesiones incluyendo
tejidos sanos y, se incuban hasta obtener cultivos puros, los cuales se
reinoculan en nuevos cladodios de estacas cultivadas en condiciones de
invernadero. Se describe el desarrollo de la sintomatologia. Las estacas
infectadas deben desecharse al terminar cada experimento, para lo cual se

recomienda el empleo de cal.

En la siguiente tabla (tabla 1) se describe la sintomatologia desarrollada en

los cladodios de estacas cultivadas en invernadero.
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Tabla 1. Descripcion de las lesiones presentadas en el ensayo de invernadero al inocular
cepas de Fusarium spp. en estacas de pitahaya amarilla.

DESCRIPCION ILUSTRACION

La lesion inicia en el apice del cladodio
hijjo con secamiento, causando una
lesion de 0,5 cm y debajo amarillamiento
de un cm. Aparecen temprano lesiones

amarillas en la parte basal del cladodio

hijo hacia arriba. En la estaca madre una
lesion basal amarilla se torna color café,
toma consistencia blanda y cubre
rapidamente el 50% del cladodio. Apice
necrosado de color negruzco. Lesion de
0,5 cm a 5,0 cm, debajo amarillamiento.
Sintomatologia en todos los cladodios

hijos.

Apice del cladodio hijo con secamiento,
causando una lesion de 0,5 cm y debajo
amarillamiento de un cm hasta ocho cm

de arriba hacia abajo.
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Amarillamiento de abajo hacia arriba en
los bordes de las costillas. Base de la
estaca madre con lesion amarilla dura de
dos cm basal, progresa un color pardo
generalizado en la estaca madre y varias
lesiones secas

Apice del cladodio amarillento un cm,

base del cladodio hijo amarilla cinco cm
gue se torna rapidamente color café de
consistencia blanda, lesion amarillenta a
seis cm de la base del brote desde los
costados hacia el centro.

Estos ensayos se evallan con un disefio completamente al azar con un testigo
negativo (inoculado con agua destilada estéril, con o sin puncion), sobre minimo

tres repeticiones.
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