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Articulo

Evaluacion de tres métodos de desinfeccidon para el establecimiento in vitro de pitahaya
(Hylocereus megalanthus) en la Estacion Experimental Sapecho — Bolivia
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Evaluation of three disinfection methods for in vitro pitahaya (Hylocereus
megalanthus) establishment in vitro at Sapecho Experimental Station — Bolivia

Marco Antonio Echenique Quezada, Daniela Mamani Paxi, Carol Bacinario Yanari

La Pitahaya (Hylocereus megalanthus), conocida cominmente como “fruta del dragdn”, es un fruto que se produce en regiones
subtropicales y tropicales de América Latina, en estado silvestre se puede encontrar en ciertos paises como México, Venezuela,
Colombia, Brasil, Costa Rica y Ecuador. Se puede encontrar especies cultivadas de Pitahaya en Bolivia, Panamd, Curazao, Uruguay,
Pert y Vietnam. El fruto puede ser de diferentes colores como amarillo, purpura, rojo y blanco. De manera tradicional la pitahaya se
puede propagar por semillas o estructuras vegetativas, sin embargo, una forma de obtener plantas es mediante el cultivo de tejidos
in vitro que permite la produccién de mayor cantidad plantulas, de alta calidad y libre de enfermedades. El trabajo fue realizado en
el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Estacion Experimental Sapecho, municipio de Palos Blancos del departamento de La
Paz, con el objetivo de establecer el mejor método de desinfeccion en la introduccidn in vitro de areolas de cladodios de pitahaya. El
analisis de datos se realiz6 bajo un disefio completamente al azar (DCA), con un nivel de confianza al 5%, las variables evaluadas
fueron, contaminacion por hongos, contaminacidn por bacterias, porcentaje de oxidacién y porcentaje de sobrevivencia. De acuerdo
a los resultados obtenidos se puede mencionar que el metodo de desinfeccion Il (Sudrez et al., 2013) presenta un 85% de
contaminacion total por hongos, bacterias y oxidacion, el método de desinfeccion que tuvo mayor porcentaje de sobrevivencia fue
el método de desinfeccion | (Delgado et al., 2021) que presenta mejor establecimiento y obtencidn de plantulas in vitro de pitahaya.

pitahaya, desinfeccion, areolas, cladodios, in vitro.

Pitahaya (Hylocereus megalanthus), commonly known as “dragon fruit”, is a fruit that is produced in subtropical and tropical regions
of Latin America, in the wild it can be found in certain countries such as Mexico, Venezuela, Colombia, Brazil, Costa Rica and Ecuador.
Cultivated species of Pitahaya can be found in Bolivia, Panama, Curacao, Uruguay, Peru and Vietnam. The fruit can be of different
colors such as yellow, purple, red and white. Traditionally, pitahaya can be propagated by seeds or vegetative structures; however,
one way to obtain plants is through in vitro tissue culture, which allows the production of a greater number of high quality, disease-
free seedlings. The work was carried out in the Plant Biotechnology Laboratory of the Sapecho Experimental Station, municipality of
Palos Blancos in the department of La Paz, with the objective of establishing the best method of disinfection in the in vitro
introduction of pitahaya cladode areoles. Data analysis was carried out under a completely randomized design (CRD), with a
confidence level of 5%, the variables evaluated were contamination by fungi, contamination by bacteria, percentage of oxidation
and percentage of survival. According to the results obtained, it can be mentioned that disinfection method Il (Suérez et al., 2013)
presents 85% of total contamination by fungi, bacteria and oxidation; the disinfection method that had the highest percentage of
survival was disinfection method | (Delgado et al., 2021), which presents better establishment and obtaining of pitahaya seedlings in
vitro.

pitahaya, disinfection, areoles, cladode, in vitro.
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INTRODUCCION

La pitahaya (Hylocereus megalanthus) es una
fruta originaria de América perteneciente a la familia de
las cactdceas, subfamilia Cactoideae, Tribu Hylocereae;
existen diferentes especies de pitahaya; sin embargo, la
especie Hylocereus undatus es la mas cultivada a nivel
mundial con un drea de cultivo del 71,5 % y la mas
apreciada comercialmente debido a que sus frutos son
comercializados facilmente en mercados nacionales e
internacionales (Ochoa et al., 2012).

La palabra pitahaya o fruta del dragdén es de
origen antillano y significa “fruta escamosa” su fruto es
ovalado, redondeado y alargado, de pulpa roja, blanca o
amarillay de pequefias semillas negras (Ortiz, 2022).

Los productores de pitahaya enfrentan dos
problemas: el primero es la dificultad de encontrar
material vegetativo de la especie con la calidad deseada
(libre de plagas y enfermedades y con las caracteristicas
gue requiere el productor); el segundo es reunir la
cantidad de material vegetativo necesario para establecer
la huerta, (Mercado y Granados, 2002). Estos problemas
podrian solucionarse en parte con la multiplicacién de
pitahaya mediante el cultivo de tejidos in vitro, con la
posibilidad de realizar la propagacion masiva de esta
especie con fines comerciales y asi cubrir la demanda
existente por parte de los productores, al ofrecer plantas,
esquejes y material vegetativo de alta calidad y libre de
plagas y enfermedades, (Martinez et al., 2011). Por lo
anteriormente  mencionado el potencial de la
biotecnologia moderna aplicada al mejoramiento
genético de plantas tiene un valor incalculable vy
claramente ya ha revolucionado la produccion agricola y
animal, (Fernandez, 2001).

Hidalgo (2014) mencionado por Echenique M. y
Almanza, L. (2023), indica que el cultivo de tejidos in vitro,
es un conjunto de técnicas que permiten el
establecimiento, mantenimiento y manipulacion de
cualquier parte de una planta, desde una célula hasta un
organismo completo, bajo condiciones artificiales,
asépticas y controladas para obtener plantas libres de
patdgenos, ademas de los otros potenciales que esta
técnica presenta para el mejoramiento genético,
intercambio y conservacion de material a fin de lograr
regenerar clones que mantengan caracteristicas
genéticas.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, se
buscan alternativas para la propagacion de especies
frutales, a través del cultivo de tejidos vegetales in vitro,
donde se debe garantizar la eliminacion de patégenos
presentes en los tejidos vegetales mediante el uso de
diferentes métodos y productos de desinfeccion, lo que
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asegurara la sanidad y calidad del material de siembra
(Corozo et al., 2020).

Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente
descritos, el objetivo de este trabajo fue establecer el
mejor método de desinfeccion en el establecimiento in
vitro del cultivo de pitahaya (Hylocereus megalanthus) var.
Amarilla mediante areolas.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion

El trabajo fue desarrollado en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Estacion Experimental
Sapecho, dependiente de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Mayor de San Andrés, ubicado a 2 km de la
localidad de Sapecho a 270 km de la ciudad de La Paz,
Provincia Sud Yungas, municipio de Palos Blancos, cuarta
seccion de la Provincia Sud Yungas, geograficamente se
localiza entre los paralelos 15233’ y 15246’ Latitud sur y
66957’ y 67220" Longitud Oeste, altitud de 450 m.s.n.m.,
con temperatura media anual de 28°C y precipitacion
anual promedio de 1800 mm. (Maldonado, 2017).

Metodologia

En el presente trabajo de investigacion se
evaluaron tres métodos de desinfeccion en la fase de
establecimiento vitro de pitahaya, mediante las areolas de
los cladodios de la planta.

Medio de Cultivo

El medio de cultivo que se utilizé fue el planteado
por Murashige y Skoog (1962) + 2 mg L-1 BAP (Bencil
Amino Purina) + 30 g L-1 de sacarosay 7 g L-1 de agar. El
pH del medio se ajusté a 5.7, estos medios de cultivo se
dispensaron en recipientes de vidrio) tubos de ensayo en
una cantidad de 7 ml de medio de cultivo, antes de
esterilizarlo en autoclave a 121°Cy 1.1 kg cm? durante 20
min.

Material vegetal

Los explantes utilizados para la investigacion
fueron las areolas de los cladodios de plantas
seleccionadas de pitahaya (Hylocereus megalanthus)
variedad amarilla, los mismos se colocaron en envases de
vidrio con agua fria, para luego trasladarlos de manera
inmediata al laboratorio para su posterior desinfeccion
utilizando diferentes métodos de desinfeccion.
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Figura 1. A) Planta de Pitahaya E.E. Sapecho; B) Cladodios con explantes de areolas.

Desinfeccidn del material vegetal

Para la desinfeccion de los explantes, se
emplearon tres métodos de desinfeccién, los cuales
fueron modificados, utilizando concentraciones y tiempos
de inmersién de los explantes en diferentes
desinfectantes utilizados para cada método de
desinfeccién utilizado en el trabajo.

Los explantes (areolas) de los cladodios de
pitahaya seleccionadas se sometieron a los tratamientos
propuestos para la desinfeccion (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los métodos de desinfeccion

Métodos de

desinfeccion Descripcion Tiempo
Método | Alcohol 70% 2 minutos
(Delgado et al., Hipoclorito de sodio al 2,5% 3 minutos
2021) Fungicida Benlate 30 minutos
Método Il Alcohol 70% 10 minutos
(Suarezetal., Hipoclorito de sodio de 6% 10 minutos
2013) Fungicida Benlate 10 minutos
Método Il Alcohol 70% 15 minutos
(Rodriguez et Hipoclorito de sodio al 2% 15 minutos
al.,2013) Fungicida Benlate 10 minutos

En la camara de flujo laminar, se realizd tres
enjuagues con agua destilada estéril, para luego realizar
los cortes respectivos en los cladodios, seguidamente se
sumergieron en soluciones de bactericida y antioxidante
durante 1 minuto antes de la siembra de los explantes.

Siembra de explantes y condiciones de incubacién

Los explantes de areolas de los cladodios de las
plantas de pitahaya, se cortaron en una longitud de
aproximadamnete 1,5 cm seccionados con la ayuda de
pinzas y bisturi estériles, tomando en cuenta que se
tengan en cada explante dos areolas, los cuales se
colocaron en los recipientes con 7 ml del medio de cultivo.
En cada recipiente se colocd 1 explante con
las areolas hacia arriba, asegurando un buen contacto de
los explantes con el medio de cultivo.

Realizada la siembra, se procedio al sellado con
plastilm y marcado de las muestras, para luego llevarlos a
la sala de crecimiento, que tiene las siguientes
condiciones: fotoperiodo 16:8 (luz, sombra), temperatura
20 - 25°C, humedad del ambiente de 70 — 75%.

-y
28/6/2022

Figura 2. A) Desinfeccion de explantes de Pitahaya; B) Siembra de explantes de areolas.
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Disefio Experimental

Se utilizaron areolas de cladodios de plantas de
pitahaya, distribuidos en un disefio estadistico
completamente al azar (DCA), con tres tratamientos, cada
tratamiento compuesto por 10 repeticiones (Vicente,
2001). Esto para identificar cudl de los métodos de
desinfeccién es el apropiado en el establecimiento in vitro
de Pitahaya. Las variables en estudio fueron; Porcentaje
de contaminacién por hongo; porcentaje de
contaminacion por bacteria, porcentaje de contaminacion
por oxidacion y porcentaje de sobrevivencia, se efectud la
comparacion de medias mediante la prueba LSD Fisher,
utilizando un nivel de significancia de 0,05.

Los diferentes porcentajes (contaminacién por
hongos, contaminacion por bacteria, oxidacion fendlica y
sobrevivencia se determindé utilizando la siguiente
formula:

CEx * 100

TE

Porcentaje de Contaminacion,
= Total de

0 =

Donde: % C =
CEx = Contaminacion de Explante, TE
Explantes

Los hongos se detectaron por la presencia de
micelio, las bacterias se detectaron por la presencia
exudados presentes en la base del explante, la oxidacidon
fendlica se observa cuando se presenta un color parduzco
en la base del explante, el explante vivo es aquel que no

presentd ninguna presencia de estos tipos de
contaminantes.
RESULTADOS y DISCUSION

A'los 15 dias de haber iniciado el establecimiento
in vitro de pitahaya, se observd los primeros explantes
contaminados y oxidados, tomando en cuenta los
diferentes indicios de contaminacién microbiana y por
oxidacion fendlica.

Tabla 2. Andlisis de Varianza (ANVA) Contaminacién por hongo;
Contaminacién por bacteria, Oxidacién fenolica y Sobrevivencia
en el establecimiento de Pitahaya (Hylocereus megalanthus) var.
Amarilla utilizando tres métodos de desinfeccién

Contamin ~ Contamin o

) ., -, Oxidacién Sobrev
Método de acién por  acién por - . ;

. 9 ) Fendlica ivencia
desinfeccién Hongos Bacterias (%) (%)

(%) (%) ° °

Método 1 1,62 a 1,67 a 2,01a 1,72 a

Método 2 1,73 ab 1,68 a 2,04 a 1,85a

Método 3 1,78 b 1,73 a 2,13 a 1,92a
E.E. 0,03 0,08 0,05 0,06
C.V. 4% 8% 5% 6 %
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Porcentaje de contaminacién por Hongos (%)

Los resultados del porcentaje de contaminacién
por Hongo, mostraron que se presentd un alto porcentaje
de contaminaciéon en los métodos de desinfeccién Il y llI,
halldndose menor contaminacién en el método de
desinfeccion I.

METODOS DE
DESINFECCION

I =+ 15

(%) CONTAMINACION POR HONGOS

Figura 3. Porcentaje de contaminacién por Hongos de explante
de Pitahaya bajo la aplicacion de tres métodos de desinfeccion.

Analizando los resultados de la figura 3, se puede
indicar que el método | donde se utiliza hipoclorito de
sodio al 2,5% en un tiempo de 3 minutos y fungicida
durante 30 minutos (Delgado et al., 2021), es el mas
apropiado para eliminar hongos en los explantes de
aereolas de cladodios de las plantas de pitahaya.

Niubo et al., (2004), mencionan que con el cultivo
in vitro se obtienen cultivos asépticos que favorecen su
propagacion. Pero si se tiene en cuenta que los tejidos de
los cuales se parte para iniciar el cultivo provienen del
campo entonces, la probabilidad de la contaminacién por
levaduras y hongos filamentosos, es elevada.

Vasquez et al., (2012), mencionan que para
obtener un promedio de contaminacién bajo se debe
aumentar el porcentaje de NaClO para obtener una mejor
asepsia.

La desinfeccion por inmersidn en agentes
tensoactivos (tween 20) y desinfectantes (etanol al 70% y
con concentraciones de hipoclorito de sodio iguales o
inferiores al 3%), reducen la contaminacion de explantes
(hojas cotiledonares y segmentos de cladodio) para cultivo
in vitro. (Stella,2011)

Porcentaje de contaminacién por Bacterias (%)

Los resultados del porcentaje de contaminacion
por bacteria, mostraron que se tuvo un mismo
comportamiento en los tres métodos de desinfeccidn,
hallandose menor contaminacién en el método de
desinfeccidn Il.
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W

DESINFECCION

12

METODOS DE

1] = 15

(%) CONTAMINACION POR BACTERIAS

Figura 4. Porcentaje de contaminacion por Bacterias de explante
de Pitahaya bajo la aplicacion de tres métodos de desinfeccion.

Analizando los resultados de la figura 4, se puede
indicar que el método Il donde se utiliza hipoclorito de
sodio al 6% en un tiempo de 10 minutos (Sudrez et al.,
2013), es el mas apropiado para eliminar la contaminacién
por bacteria.

Las irregularidades presentes en la superficie de
los explantes pueden servir de depdsito de material
contaminante como el polvo, bacterias, esporas de
hongos y otros, los cuales afectarian el éxito de la
desinfeccion superficial si los productos no logran llegar y
desinfectar esas dreas, (Borges et al., 1997)

Las bacterias son los contaminantes in vitro mas
comunes y que ocasionan serios problemas, porque
pueden ser sistémicas, asi como dificiles de detectar y
eliminar (George, E., 1993; Leifert, C., 1994; Perez, J.,
1998). Estos microorganismos escapan a los efectos de los
esterilizantes superficiales y pueden ser inter o
intracelulares.

Entre las principales fuentes de contaminacién
bacteriana se citan los explantes, el ambiente de los
locales de trabajo, los operadores y las técnicas
deficientes de esterilizacion, (George, E., 1993; Roca, W. y
Mrogrinski, L. 1993; Pype et al., 1996).

Porcentaje de Oxidacién (%)

Los resultados de Oxidacion fendlica, mostraron
un alto porcentaje oxidacion en todos los métodos de
desinfeccion, halldandose menor oxidacion en el método
de desinfeccion ll.

Wy

DESINFECCION

METODOS DE

=+ 40

(%) OXIDACION FENOLICA

Figura 5. Porcentaje de contaminacién por Oxidacion de explante
de Pitahaya bajo la aplicacion de tres métodos de desinfeccion.

2771

Analizando los resultados de la figura 5, se puede
indicar que el método Ill, donde se utiliza hipoclorito de
sodio al 2% en un tiempo de 15 minutos (Rodriguez et
al.,2013), es el mas apropiado para evitar la oxidacion
fenolica en los explantes de pitahaya. Tambien se puede
advertir que el metodo de sisnfeccidon Il (hipoclorito de
sodio al 6% en un tiempo de 10 minutos) es el que
presenta mayor oxidacién que puede ser provocado por la
alta concentracion de hipoclorito de sodio, provocando la
guema y oxidacion en los explantes.

Frecuentemente, el establecimiento del cultivo in
vitro de tejidos procedentes de plantas lefiosas, como el
caso de la mayoria de las especies frutales, se ve impedido
por la aparicion de oscurecimiento y necrosis de los
tejidos, (Dalal, M., 1992; Marks, T.y Simpson, B., 1990; Yu,
D.y Meredith, C., 1986).

La exposicion de los explantes a concentraciones
de hipoclorito de sodio superiores al 3%, y de etanol por
encima del 70%, por periodos de inmersion de 10 minutos
evita la contaminacion, pero indujo la acumulacion de
clorofila en el medio de cultivo y un retraso en el
crecimiento de los explantes, (Stella, R., 2011).

En el cultivo in vitro de frutales, la aplicacién de
antioxidantes tiene un efecto marcado en la supervivencia
de explantes, (George, F.y Sherrington, P., 1984).

Porcentaje de Sobrevivencia (%)

Los resultados del porcentaje de sobrevivencia
mostraron que el método de desinfecciéon | presenta
mayor porcentaje de sobrevivencia con un 32% de
explantes sin contaminantes, seguido del método I,
obteniendo una baja sobrevivencia el método de
desinfeccion 1.

A T A AT
T -
I bt 32
e S e e e et

METODOS DE
DESINFECCION

Il = 30

(%) SOBREVIVENCIA

Figura 6. Porcentaje de sobrevivencia de explantes de Pitahaya
bajo la aplicacion de tres métodos de desinfeccidn.

Analizando los resultados de la figura 6, se puede
indicar que el método | donde se utiliza hipoclorito de
sodio al 2,5% en un tiempo de 10 minutos y fungicida
durante 30 minutos (Delgado et al., 2021), es el mas
apropiado para obtener mayor cantidad de plantulas in



Evaluacion de tres métodos de desinfeccion para el establecimiento in vitro de pitahaya (Hylocereus megalanthus) en la

Estacion Experimental Sapecho — Bolivia

vitro libres de contaminantes, mediante las aereolas de los
cladodios de pitahaya.

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
esta limitada a la esterilizacion superficial (Roca vy
Mroginski, 1991; Montoya, 1994; Alvarado, 1998;
Marulanda et al., 2010),

Los organismos contaminantes pueden estar en
la superficie también en el interior o en ambas partes de

la planta. Los internos son mas dificiles de eliminar que los
externos, requiriéndose la adicién de productos fungicos
o antibidticos en el medio y utilizando otras técnicas que
permitan disminuir su presencia, (Roca, W. y Mroginski. A.
1991).

Al agregar fungicidas y antibidticos en el medio
de cultivo. lograron retardar la presencia de
contaminantes durante el establecimiento in Vvitro,
(Borges et al., 1997).

Figura 7. Cladodios provenientes de areolas de Pitahaya en desarrollo

CONCLUSIONES

La contaminacion microbiana y oxidacién
fendlica constituyen uno de los problemas mas graves en
la micropropagacién de especies frutales.

El  mayor porcentaje de contaminacion
provocado por hongos se presentaron en el método Il que
utilizo (hipoclorito de sodio al 6% y un tiempo de 10
minutos) con el 85% de contaminacién.

El porcentaje mds alto de contaminacién
provocado por bacterias se presenté en el método Ill que
utilizo (hipoclorito de sodio al 2% y un tiempo de 15
minutos) con el 15% de contaminacidn.

El mayor problema para la introduccién de
explantes de pitahaya es la presencia de oxidacién
fendlica, seguidos de la presencia de bacterias en los
explantes de pitahaya.

La utilizacion de 2,5% de hipoclorito de sodio
durante 10 minutos para la desinfeccion de explantes de
Pitahaya, permite obtener mayor y mejor establecimiento
y sobrevivencia de explantes de pitahaya variedad
amarilla.

De esta forma se establece que el mejor método
de desinfeccién fue con el método | (Delgado et al., 2021)
gue presenta mayor sobrevivencia de explantes, para la
obtencion de plantulas de pitahaya libres de
enfermedades.
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