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PREFACIO

La elaboracién de este trabajo de investigacién comenz6 como la idea de obtener
mas informacion sobre un cultivo no tradicional con alto potencial de exportacion. El
cultivo que me llamé més la atencion fue la pitaya rosada, por ser una fruta exotica y con
una alta demanda en los Estados Unidos y varios paises europeos, tales como Holanda,
Espana, Reino Unido y Francia.

El titulo de la investigacion lo defini después de cierto tiempo de haber comenzado
a buscar informacién sobre el cultivo y darme cuenta que de este tema en particular no
existe mucho desarrollo. Ademas observé que en el laboratorio de cultivo de tejidos casi
sOlo se utiliza hipoclorito de sodio, el cual no es biodegradable y puede ser dafiino a la
salud, por lo que decidi unir la parte de la reproduccion de la fruta con investigacion de
distintos desinfectantes mas amigables con el ambiente.

Encontrar informacion especifica sobre la forma de propagar la pitaya por medio
de meristemos no fue sencillo, asi como delimitar las concentraciones a evaluar de los
desinfectantes y de la hormona enraizadora. Tampoco lo fue conocer la mejor forma de
corte de los meristemos para que presentaran mayor area de contacto y asi facilitar su
desarrollo en el medio.

Agradezco muy especialmente al Lic. Marco Tulio Urizar, mi asesor, por su
valiosa orientacion y la transmisién de sus conocimientos, también a la Lda. Margarita
Palmieri y a la Ing. Ménica Espinoza por darme su apoyo vy las facilidades para llevar a
cabo este trabajo de graduacion y brindarme informacion, a la Escuela Nacional de
Agricultura (ENCA), por brindarme la materia prima y a sus catedraticos Ing. Luis Pereira
e Ing. Juan Navichoc.

Asi mismo le doy las gracias al Ph. D. Rolando Cifuentes por su ayuda para que
este trabajo se llevara a cabo y llegara a su culminacion.

Quiero expresar mi mayor agradecimiento a la compania Bayer de Guatemala,
por haberme proporcionado los insumos necesario para realizar este estudio y muy
especialmente al Ing. Edgar Pérez, por su valioso apoyo y orientacion.

Finalmente quiero plasmar mi mas profundo agradecimiento, reconocimiento y

admiracion a mis padres por su incondicional apoyo a mi carrera.
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RESUMEN

En este trabajo se evaluaron tres productos para desinfeccion en la propagacion
por meristemos y cuatro concentraciones de una citoquinina para enraizamiento de la
pitaya rosada (Hylocereus undatus Britt & Rose). Los desinfectantes que se utilizaron son
soluciones de hipoclorito de sodio (Cloro Magia Blanca ®), acido peracético (Hyperox ®)
y acido peracético con &cidos organicos mas surfactantes (Virkon S ®) para determinar la
mejor metodologia a seguir en el proceso de desinfeccion. La evaluacion de los
desinfectantes se llevd a cabo para determinar qué producto y qué concentracion es el
mas indicado para utilizarlo en cultivo de tejidos, ademas de determinar la mejor
concentracion de hormona (Thidiazurén) para el enraizamiento.

Se utilizo el medio de Murashige y Skoog (MS) junto con hormonas de crecimiento,
una citoquinina, Thidiazurén (TDZ) y una auxina, acido naftalen acético (NAA). Se
sembraron en cinco bloques segln el desinfectante a utilizar y se evaluo la presencia de
contaminacién durante 5 semanas.

Para evaluar el enraizamiento, se hizo otra siembra de meristemos en un medio
MS con NAA y cuatro concentraciones distintas de TDZ. Se monitorearon los meristemos
por ocho semanas.

Se establecid que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre los
desinfectantes y concentraciones evaluadas. Sin embargo, si presentaron un mayor poder
desinfectante los compuestos de &acido peracético y acido peracético mas &acidos
organicos y surfactantes. Tampoco existio diferencia estadisticamente significativa entre
las concentraciones de hormona enraizadota evaluada, pero por los resultados se sugiere

que la mejor concentracion se encuentra alrededor de 0.05uM.

Xi



I. INTRODUCCION

En los afnos recientes el cultivo de la pitaya rosada (Hylocereus undatus Britt &
Rose) y amarilla (Cereus Pitaya D.C) se ha incrementado en forma notable, no sélo
en el pais sino también en el resto del area de Centroamericana. Esto como
resultado del incremento de la demanda por causas internas y en el mercado
internacional.

Este fruto proporciona varios nutrientes. Es fuente de vitamina C, vitamina A,
fibra para la digestion, fésforo, calcio y carbohidratos. Su semilla también produce un
aceite laxante (Monterroso 2003).

Se cuentan con varias fuentes de informacién respecto del clima ideal para el
desarrollo de la pitaya. AGn cuando los datos varian entre si, los datos
proporcionados por la Gremial de Exportadores de Productos No Tradicionales
(AGEXPONT) son los mas aplicables al pais. De acuerdo a la organizacion, los tipos
de clima mas adecuados para el cultivo son: los tropical y subtropical, con
temperatura de 18 a 25 °C. El cultivo se adapta mejor a suelos francos o francos-
arenosos bien drenados, con precipitacion anual de 800 a 2000 mm y una altitud de
700 a 1900 m SNM vy con suelos porosos con buen drenaje (AGEXPRONT, 1999).

Asi mismo es importante tener un buen programa de manejo de plagas y de
buenas practicas agricolas para evitar problemas durante el desarrollo, cosecha y
post-cosecha de los frutos para mantener su calidad y rentabilidad durante su
proceso de transporte y comercializacion.

En la actualidad la forma comln de propagacion de la pitaya es por esquejes.
Sin embargo, debido al incremento en la demanda de la fruta, es importante
establecer formas mas rapidas de propagacion. Dado que no se cuentan con
informacion del desarrollo de la pitaya rosada en cultivo de tejidos, ni con
informacion sobre la accion de diferentes desinfectantes, se hace necesario
desarrollar e implementar un protocolo para mejor forma de reproducciéon de esta
fruta exodtica y conservar las mejores caracteristicas vegetativas. También se
promueve un procedimiento mas amigable para las personas laborando en un
laboratorio de cultivo de tejidos al tratar de eliminar el cloro del procedimiento,

sustituyéndolo con distintos desinfectantes.



En el presente estudio también se evaluaron tres productos de desinfeccion en la
propagacion por meristemos y cuatro concentraciones de hormona thidiazuron
(TDZ) para enraizamiento de la pitaya rosada para proponer la mejor concentracion

de hormona que promueva un mayor enraizamiento.



Il. OBJETIVOS

A. Generales

1.

Buscar nuevas alternativas de desinfeccion y enraizamiento en la propagacion de

la pitaya rosada (Hylocereus undatus Britt & Rose) por cultivo de tejidos.

B. Especificos

1.

Comparar el efecto del uso de cloro, acido peracético y de acido peracético con
acidos organicos a diferentes concentraciones como desifectantes en la
propagacion de la pitaya rosada (Hylocereus undatus Britt & Rose) por medio de
cultivo de tejidos.

Determinar la mejor concentracion de TDZ (hormona enraizadora) para promover
el desarrollo de la raiz en la pitaya rosada (Hylocereus undatus Britt & Rose) al

propagarla por medio de cultivo de tejidos.



ll. HIPOTESIS

Las diferentes opciones de desinfeccion de meristemos y las cuatro
conentraciones de hormona para el enraizamiento tienen el mismo efecto en cada una
de las etapas de propagacion por medio de cultivo de tejidos de la pitaya rosada

(Hylocereus undatus Britt & Rose).



IV. ANTECEDENTES

En Guatemala, el Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA) ha realizado
investigaciones sobre posibles formas de propagar la pitaya por medio de cultivo de
tejidos y han llegado a producir ciertas variedades cruzadas.

En Egipto, Mohamed-Yasseen (2002) realiz6 micropropagacion de la pitaya
rosada utilizando una solucién de hipoclorito de sodio al 0.79% como desinfectante. Utilizo
explantes y los sembré en medio Murashige y Skoog (MS) conteniendo 0.5 WM acido
naftalenacético (NAA) y 0.5 KM de thidiazuron (TDZ). De los tallos producidos extrajo
explantes y los corto de dos formas, una longitudinal y la otra decapitados. Los sembrd en
distintas concentraciones de TDZ y obtuvo que los explantes decapitados producian mas
raiz que los cortes longitudinales.

Hasta la fecha no se han encontrado reportes que utilicen acido peracético como
desinfectante para la técnica de cultivo de tejidos en pitaya rosada ni en algun otro cultivo.
Si se tienen descritas utilizaciones del acido peracético y del acido peracético con acidos
organicos en otros sistemas de produccion agricola, como en invernaderos,
agroindustria, fruticultura y floricultura. El acido peracético con acidos organicos tiene
ademas uso en campos veterinarios como la produccion porcina, avicola, ganado mayor,

equina y ovina (Smith 2004).



V. REVISION DE LITERATURA

A. Pitaya
La pitaya rosada (Hylocereus undatus Britt & Rose) es una fruta exética y
silvestre de la familia Cactacea originaria de América tropical. Se cree que es de origen
colombiano.

Es una especie trepadora de tallo triangular y lleva de 4 a 8 meses desde la
fecundacion hasta la recoleccion del fruto, dependiendo de la temperatura. Su fruto tiene
alto contenido en vitamina C, fosforo, carbohidratos y agua. También contiene calcio,
tiamina, grasa, riboflavina, niacina y fibra. Su uso esta dirigido principalmente para el
consumo en fresco, pero también puede utilizarse en cocteles, refrescos y helados.

Actualmente es cultivada en el pais, en los departamentos de Guatemala, Solola,
Escuintla, Sacatepéquez, Chimaltenango, Quiché y Santa Rosa. Su produccion es de
junio a septiembre. Después de germinada la semilla el fruto puede ser cosechado a los
18 meses.

Para el mercado externo debe empacarse en cajas de cartén de una sola capay
cada fruta se envuelve en papel de seda. Entre los principales mercados de exportacion
que demandan este producto se encuentran Estados Unidos y la Union Europea, asi
también tiene un alto porcentaje de consumo local (Montenegro 2003).

1. Descripciéon del cultivo. La pitaya es un cactus suculento, ristico,
originario de Ameérica tropical, encontrado en México, Centroamérica, Venezuela,
Uruguay, Curazao y Brasil. La flor es tubular, hermafrodita, blanca o de color rosada. Mide
unos 20 cm de largo, abre una sola vez en las horas de la noche y su aroma atrae a
muchos insectos. Se autofecunda pero también puede cruzarse; los murciélagos la visitan
de noche y actlan como polinizadores. Sin embargo, durante el dia cuando estan
cerradas se han encontrado abejas, ya que las flores son meliferas. La formacion del
fruto, desde la polinizacion hasta el estado de recoleccion, dura entre 4 y 8 meses

dependiendo de la temperatura.

2. Establecimiento del cultivo. Para la preparacién del terreno comprende

limpieza del terreno que se inicia en la época seca, trazado de los surcos que se debe de



tomar en cuenta la pendiente, el estaquillado, ahoyado del suelo donde lo hoyos

dependeran del tamafio del material y la siembra o instalacion de los tutores.

3. Labores culturales. Existen varias labores culturales que se le deben de dar
a una plantacién de pitaya entre estas estan la poda, ya sea de formacion y
mantenimiento o la sanitaria; la fertilizacion que debe de ser programada dependiendo de
la produccién esperada, aplicando 8g de nitrégeno, 4g fosforo y 4g de potasio por cada kg
de fruta esperada por ciclo; el manejo de malezas, que pueden ser muy perjudiciales para
el cultivo en las primeras etapas de la plantacion y el manejo de plagas y enfermedades,
dado que estas pueden afectar la produccion y disminuir la cantidad exportable o

comercial de frutos.

4. Periodo de produccién, cosecha y postcosecha. La pitaya tiene una
produccién escalonada de mayo a noviembre. Dependiendo de las lluvias y los clones, las
cosechas se pueden extender hasta el mes de diciembre. Agosto y septiembre son los
meses de mayor produccion el area de Santa Rosa, Escuintla, Solola y Mazatenango. La
fruta en estado maduro se corta del pedinculo con tijeras, sin afectar la corteza de la

misma. Idealmente esto debe hacerse por la tarde.

Los frutos destinados a la exportacion deben reunir una serie de caracteristicas
tales como: ser frutos sanos, sin manchas ni cicatrices o heridas. Deben presentar
uniformidad en tamafio, forma, peso y color. El tamafio, nimero y disposicion de las

bracteas (orejas) debe ser uniforme.

5. Zonas de produccion actuales y potenciales en Guatemala. La pitaya es
cultivada actualmente en Guatemala en altitudes hasta de 2,000 m SNM como en el caso
de los departamentos de Sacatepéquez, Chimaltenango y Quiché. La altitud ideal para la
pitaya es de menor a los 1,600 m SNM como en los departamentos de Guatemala, Solola,
Escuintla y Santa Rosa.



Figura 1: Zonas potenciales de produccion de pitaya en Guatemala (Montenegro 2003)

De acuerdo a la Asociacion Guatemalteca de Exportacion (AGEXPRONT), las
areas de mayor potencial para la produccion de pitaya, teniendo en cuenta los factores
agro ecologicos, la productividad de las plantas y las exigencias desde el punto de vista
logistico para la exportacion incluyen Jutiapa, Santa Rosa, Escuintla, Suchitepéquez,
Retalhuleu, San Marcos, Sacatepéquez, Quiché, Chimaltenango, Huehuetenango, Baja
Verapaz, El Progreso, Jalapa, Chiquimula, Zacapa, lzabal y Alta Verapaz.

El producto no tiene una clasificacion o registro arancelario especifico y por lo
tanto, se incluye entre las importaciones bajo el rubro de “Ofras frutas”, es un producto

No Tradicional.

6. Costo de produccion. Los costos de produccion en el cultivo de pitaya en
condiciones de cultivo en el campo oscilan alrededor de US $.5,116/hectarea, en un
periodo de siete afos. En relacién a la productividad del cultivo, se puede mencionar que
en condiciones normales de campo una hectarea puede producir al segundo afio de
plantado 1 t de fruta. Al tercer afio se producen 3 t/ha de fruta y en los afios sucesivos
aumenta la produccion hasta estabilizarse en el quinto afio en 8 t de fruta’/ha. Tomando en
cuenta todos estos factores para calcular el costo aproximado, es posible inferir que cada
tonelada métrica sera producida a un costo de US $.155. Si se estima un precio de venta
de US $515.87/t, esto da una rentabilidad aproximadamente de 61%.



7. Mercados y comercializaciéon. Entre los principales mercados que demandan
el producto se pueden mencionar: Estados Unidos, Unién Europea y el mercado nacional.

a. El mercado estadounidense. La pitaya en fresco es una fruta tropical
considerada exotica, el consumidor promedio estadounidense no esta familiarizado con su
consumo, por lo que no tendria mucha aceptacién en el mercado. En cambio, la pulpa de
pitaya congelada es un producto industrial que actualmente ingresa a Estados Unidos
procedente de Nicaragua y que presenta mejores oportunidades comerciales, tomando en
consideracion que la industria alimenticia transformadora de Estados Unidos valora sus
propiedades de acidez e intenso color como materia prima para la elaboracion de
helados, jaleas y otros productos procesados.

En el Cuadro 1 se presenta informacion sobre la demanda de pitaya en el mercado

estadounidense.

Cuadro 1: Miles de délares demandados de pitaya en los Estados Unidos dado el pais de
origen del fruto.

Ao (miles de $)

Pais de origen 94 95 96 97 98
México 15,252 16,093 [ 19,848 [ 19,135 | 28,303
Tailandia 3,168 | 2,623 | 2,775| 1,674| 2,044
Israel 616 610 684 845| 1,472
Taiwan 535| 1,819| 2,366| 1,325
Nueva Zelanda 7,681)112,296| 1,178| 1,392| 1,035
Otros (incluye Guatemala) |15,498|20,512| 1,188| 1,272| 2,026
TOTAL 42,215 | 52,666 | 28,184 | 26,684 | 36,205

Fuente: Montenegro 2003

Independientemente del pais de origen, el ingreso de la fruta por cualquiera de los
puertos no esta permitido a territorio de los Estados Unidos por riesgo de infestacion
fitosanitaria ocasionada por mosca de la fruta o mosca del mediterraneo (Ceratitis
capitata). Se debe acordar un Analisis de Riesgo de Plagas y/o Protocolo Fitosanitario
con los Estados Unidos donde se debe establecer el tratamiento cuarentenario requerido
para que la fruta pueda ingresar.
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Las oportunidades comerciales para pitaya de Guatemala en el mercado
estadounidense —especialmente pulpa congelada de pitaya-, son buenas tomando en
consideracion el interés demostrado por los importadores hacia este producto. No existe
actualmente un mercado para la pitaya en fresco en Estados Unidos ya que no es
admitida por restricciones de caracter fitosanitario; sin embargo, teniendo en cuenta el
auge de las frutas tropicales y exoéticas en este mercado en los Ultimos afos, es de
esperarse que una vez superadas las actuales limitaciones, la pitaya podria tener un

mercado interesante en este pais, si se realizan, ademas, campafas de promocion.

Nichos del mercado europeo, especialmente del mercado inglés, podrian
representar una alternativa para la comercializacion de pitaya de Guatemala en el
mediano o largo plazo, siempre y cuando existiera una oferta soportable continua
(continuidad en el abastecimiento) de alta calidad, precios altamente competitivos y
significativos volimenes comerciales que permitan competir con la oferta exportable de

otros paises proveedores/exportadores.

b. El mercado canadiense. Canada tiene actualmente uno de los
consumos per capita de frutas y verduras frescas mas alto a nivel mundial (223 kg/aio),
un alto nivel de ingreso y un creciente consumo de frutas tropicales. De acuerdo con el
estudio realizado por la firma Labrecque Marketing Inc. de Toronto para PROEXPORT-
COLOMBIA, en 1995, los consumidores canadienses no conocen la pitaya y, por ende, no
saben consumirla. Ademas, los comerciantes tienen poco conocimiento sobre el manejo
adecuado de este producto. A pesar de lo anterior, esta firma concluy6 que frutas como la
pitaya podrian convertirse en productos de consumo habitual en Canada si se

promocionan y mercadean agresivamente.

La afluencia de los consumidores canadienses, asi como las corrientes de
inmigracion de los Ultimos afios que se han visto concentradas en poblacion de origen
asiatico con altos niveles de ingreso y de educacién, quienes por su mismo origen estan
mas inclinados al consumo de una variada gama de frutas tropicales y exoticas, permite

suponer que la Pitaya puede tener un potencial interesante de mercado en Canada.
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No existen restricciones fitosanitarias ni normas de calidad especificas para el
ingreso de la pitaya a este mercado; sin embargo, una de las principales limitaciones para
el acceso de frutas y verduras frescas radica en la falta de transporte aéreo directo. Para
que el fruto ingrese a este pais, estan implicadas las dificultades través de aeropuertos en
Estados Unidos. Por tratarse de un producto exético, que no se produce en Canada, no
existen limitaciones de cuotas y la fruta estd exenta del pago de aranceles. Existen
disposiciones generales sobre residuos de pesticidas para frutas frescas y exigencias de
caracter general en cuanto al rotulado de los empaques que deben observarse para
exportar pitaya.

c. El mercado europeo. El mercado europeo de productos exoticos es
pequeno y su crecimiento depende de una adecuada promocion y de la disponibilidad
permanente de estos productos. Dentro de las exoticas que se exportan, se encuentra la
pitaya. La mayoria de paises que actualmente estan importando esta fruta desean
aumentar su distribucién y promover el crecimiento en el mercado de la misma. Para
aumentar el mercado recomiendan desarrollar una mayor coordinacién entre los
exportadores o, incluso, buscar exportar el producto con un sello dnico. Se debe
desarrollar una estructura precio/calidad mas légica que permita mantener una mayor
rentabilidad en el mercado; solucionar los problemas de transporte y desarrollar
campafias de educacion orientadas al consumidor, principalmente en relacion con el
grado de madurez 6ptimo para el consumo de la pitaya, asi como sobre sus propiedades
medicinales y otras formas de uso.

El principal problema en el desarrollo del mercado para estos productos radica en
la escasez de la oferta, ya que bajo estas condiciones no es posible programar campafnas
promocionales efectivas. Como en el caso de los demas mercados, se considera
fundamental contar con una oferta permanente de fruta de optima calidad. De acuerdo
con la informacién proporcionada por los importadores, existe una demanda permanente

a lo largo del afio para la pitaya en este mercado.

Actualmente, el precio promedio de la pitaya al consumidor final est4 entre € 2.1y
€ 3.36 (US $2.73-US $4.37). En opinidbn de uno de los detallistas entrevistados, la
demanda podria aumentar significativamente si el precio se pudiera mantener alrededor
de € 2.1 (US $2.73) la unidad (de 200 gr. en promedio).
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La mayor parte de las importaciones de Pitaya realizadas a Europa por medio de

Holanda se re-exportan hacia los mercados de Escandinavia, Bélgica, Francia y Alemania

y el resto se vende en el pais, principalmente a hoteles y restaurantes.

Figura 2: Historial de los precios de pitaya en el mercado de la Unién Europea.
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Figura 3: Precios de venta del importador de la pitaya en los principales

mercados europeos
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El precio de exportacion FOB en USD por kilo de pitaya exportado en el afio 2000
se incrementd en un 17.8% frente a 1999. En 1999 el mayor precio por kilo, que ha sido el
nivel mas alto durante los dos afios considerados, lo pagé Reino Unido (USD 5/kg). Este
nivel bajo drasticamente en octubre del 2000 cuando las exportaciones a este mercado se
vendieron en USD 2.80 / kg. Para el 2000, el mejor precio fue de USD 4.4 / kg que se

registro en las exportaciones hacia Canada.

Debido a la demanda norteamericana y europea, Guatemala deberia contar con
25.7t semanales de producto en fresco para satisfacer la demanda de pitaya (fruta fresca)
y 18 t semanales de pulpa congelada para satisfacer la demanda de producto procesado
(Corporaciéon Colombiana Internacional 1999).

A. Cultivo de Tejidos

1. Laboratorio de cultivo de tejidos

a. Sala de preparacion del medio de cultivo. La sala de preparacion debe
incluir un area para lavado del material de cristaleria, estantes para el almacenamiento de
ésta y reactivos, y un espacio para la disolucion y mezcla de los diferentes componentes
del medio de cultivo, y para su esterilizacién. Es necesario contar con balanza analitica
para pesar con exactitud los componentes quimicos del medio que se requieren en
cantidades pequefias y un potencidmetro para medir la acidez o alcalinidad del medio de
cultivo y ajustar al pH deseado.

La cristaleria adecuada es imprescindible (balones aforados, beakers,
erlenmeyers, varillas, goteros, etc.) para la preparacion de soluciones patrén o soluciones
concentradas y los medios de cultivo. Es conveniente tener un refrigerador para
almacenar y conservar en condiciones apropiadas los componentes del medio de cultivo
en solucién, asi como medios de cultivo ya preparados.

La esterilizacion del material de cristaleria e instrumental puede realizarse en

autoclave. La esterilizacion es el uso de agentes fisicos o quimicos para eliminar de un
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material todas las formas viables (microorganismos) y permite excluir la contaminaciéon de
los cultivos.
El uso de la autoclave es la forma mas comun para esterilizar el medio de cultivo y

se emplea una temperatura de 121°C durante 15-20min a 1.5atm de presion.

b. Sala de siembra. Es donde se realiza la desinfectacion y siembra de los
inoculos en el medio de cultivo para la siembra debe de existir un area estéril, porque en
esta sala debe de tenerse los maximos cuidados de asepsia. Lo mejor es contar con una
campana de flujo laminar de aire, y si se cuenta con una lampara de luz ultravioleta es
mejor aun. Ambos componentes deben de ponerse a funcionar 10-15min antes de realizar

el cultivo de tejidos.

c. Sala de incubacion. La sala de incubacién es indispensable para mantener
el material vegetal sembrado en condiciones controladas de temperatura, intensidad
luminosa y fotoperiodo, por lo que debe de contar con aire acondicionado, repisas para
colocar los frascos de cultivo, iluminacién adecuada y un reloj de intervalos que controle la

duracion del fotoperiodo.

2. Micropropagacion

a. Seleccion del meristemo. Se puede iniciar a partir de cualquier planta y la
eleccion dependera de los objetivos que se persigan. Si la especie ha sido poco

investigada, es recomendable probar diferentes fuentes del meristemo.

Para la seleccién del meristemo es importante considerar:
¢ |a calidad de la planta madre
» |a edad fisiologica de la planta madre y del inéculo
¢ |a época del afio

e el tamafio del meristemo

b. Desinfectacion de los meristemos. Las plantas llevan adheridos en la
superficie diversos microorganismos que de no ser eliminados antes de la siembra,

contaminaran los medios de cultivo afectando el desarrollo de los in6culos.
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Para obtener resultados satisfactorios en el cultivo, es necesario establecer un
método que permita la eliminacién eficiente del material biolégico mediante una
desinfectacion. No se debe de confundir la desinfectacién con la desinfeccién, dado que la

ultima se aplica a objetos inanimados.

c. Seleccién del medio de cultivo. Para el crecimiento y desarrollo del material
vegetal separado de la planta es necesario que el medio de cultivo contenga todos los
nutrientes, vitaminas y fitorreguladores del crecimiento que las células recibirian a través
de las raices o de los 6rganos fotosintetizadotes de la planta. Por esto la composicion del
medio de cultivo es un factor determinante para obtener resultados satisfactorios en la
micropropagacion de una especie vegetal.

La mayoria de medios de cultivos estan constituidos por:
e Sales inorganicas
e Sustancias organicas
» Compuestos naturales de origen vegetal o animal

e Agua destilada

d. Incubacion en condiciones adecuadas
e Temperatura: en general, mantener una temperatura constante de 20-
30°C.
e Luz: Tanto la calidad y la periodicidad son importantes (Alvarez et al,
2001).

3. Hormonas. Las hormonas son compuestos naturales que tienen la propiedad
de regular procesos fisioldgicos en concentraciones muy por debajo de otros compuestos
como las vitaminas y nutrientes, dado que en dosis mas altas llegarian a afectar.

Amplifican, traducen, y generan una respuesta en otra parte de la planta al recibir
el estimulo de un érgano sobre un proceso. Pueden inhibir o promover determinados
procesos. _

Las hormonas vegetales estan en casi todas las células y existe una variacion en
la cantidad existente segun el érgano (Azcnon-Bieto y Taldén 2000)

a. Acido Naftalenacético (NAA). No todas las plantas tienen la capacidad de
enraizar espontaneamente, por lo que necesitan sustancias hormonales que provoguen
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formacion de raices. Las auxinas son hormonas reguladoras y el acido naftalen acético
esta en este grupo. Estimula la elongacion de las células y estimula la produccion de
raices adventicias en estacas y explantes. Es una auxina sintética, dado que no existe
como tal en las plantas.

Es utilizada como hormona de enraizamiento para estacas y en los medios de
cultivo de tejidos (Vazquez et al 1997).

Este quimico no ha sido incluido en las pruebas que realiza la Agencia de

Proteccion Ambiental (EPA por sus siglas en inglés).

Figura 4: Estructura del acido naftalenacético
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Fuente: Chemfinder.com

b. Thidiazurén (TDZ). Tiene usos bioguimicos como una citoquinina de las
mas activas e induce gran proliferacion y produccién de raices a comparacion de las
demas citoquininas. Es un regulador de crecimiento absorbido por las hojas (Khawar et af
2003).

Su uso principal y por el que es mas conocido este quimico es el de herbicida y
esta entre el grupo de fenilurea.

Su toxicidad LDsg/oral/raton = >4000mg/kg y LDs¢/ojos-piel/conejo = >4000mg/kg,
es un irritante medio para los 0jos. Su solubilidad de 20ppm en agua y la vida media en

agua es de 3 dias y en el suelo es de 10 dias (Hua 2005).

Figura 5: Estructura del thidiazuron
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Fuente: Chemfinder.com
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4. Desinfectantes. La desinfeccion de instrumentos y superficies de los puestos
de trabajo, basicamente en el laboratorio donde se manipulan muestras biologicas,
constituye la forma mas adecuada de evitar el posible contagio. Esto se consigue con una

correcta utilizacion de desinfectantes (Marti et al 1997).

a. Acido peracético. El punto de arranque de la investigacién y desarrollo de
la aplicacién de los iones del acido peracético se produjo a partir del reconocimiento que
los peracidos, en particular el acido peracético, son Optimos reemplazantes del
glutaraldehido por su accién biocida y su inocuidad para el ambiente. Su eficiencia dura
24 horas. Los iones no poseen impacto ambiental.

Es activo contra bacteria, esporas bacteriolégicas, virus, y hongos a
concentraciones bastantes bajas. El olor es fuerte, lo positivo es que se usa en bajas
concentraciones para que tenga efecto (0.2%) (Wa 1996).

Tiene una alta solubilidad en agua (mayor de 10g/100ml a 19C). Su toxicidad
LDso/oral/rata = 1540 mg/kg, LDso/inhalacion/rata = 450mg/m® y el LDs/piel/conejo = 1410
mg/kg (Scorecard 2004)

El Hyperox ® es una mezcla de 5% de acido peracético, 25% perdxido de

hidrégeno, acido acético y un surfactante en una solucion acuosa estabilizada.

b. Hipoclorito de sodio. El hipoclorito de sodio es un liquido transparente o
ligeramente turbio, de color amarillo verdoso con densidad de 1.2 Kg/L y cuya cualidad
principal es su reactividad o propiedad de liberar faciimente el Cloro, propiedad que le da
su valor comercial. Son relativamente economicos.

Los compuestos de cloro son buenos desinfectantes sobre superficies limpias,
pero son rapidamente inactivados por la materia organica. El cloro es efectivo contra
bacteria y muchos virus. Estos compuestos son también mucho mas activos en agua
caliente que en agua fria.

El publico en general puede estar expuesto a pequefas cantidades al usar
productos domeésticos, pero los trabajadores en ocupaciones en las cuales utilizan estas
sustancias, corren riesgos al tener una mayor exposicion. El hipoclorito puede irritar la
piel, ojos y vias respiratorias y gastrointestinales, ademas es corrosivo con el metal. La

exposicion prolongada a bajos niveles puede producir irritacion en la piel.
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Cuando el hipoclorito de sodio se libera al aire, es degradado por la luz solar. En el
agua y suelo se separa en iones y pueden reaccionar con otras sustancias existentes en
el medio (ATSDR 2002).

Los efectos toxicos del hipoclorito de sodio se deben principalmente a las
propiedades corrosivas del hipoclorito. La toxicidad aguda es de DLsg/oral/raton =5800
mg/kg (Smith et al 2004).

c. Virkon S ®. Posee un efecto superior contra microorganismos. No es corrosivo
ni irritante. No contamina, por el contrario, reduce la infecciéon microbiolégica. No mancha.
Su ligero aroma a limén brinda una propiedad deodorizante adicional. Es sumamente
estable y perfectamente soluble en agua, lo que permite su facil aplicacion en volumen
ultrabajo (ULV).

Es una mezcla sinérgica y balanceada de acidos organicos, biocidas organicos, y
compuestos preoxigenados que da como resultado un desinfectante formulado de amplio

espectro contra virus, bacterias, hongos y algas.
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después de haber sido sumergidos por 15s en etanol al 70%. En cada frasco de compota
se sembraron 5 meristemos. Los esquejes habian pasado 2 dias en refrigeracion.

En la tercera prueba se utilizaron 60 meristemos y fueron cortados de manera
distinta, dado que después de decapitar el esqueje recto, se cortd también tejido de
epidermis para dejar mas expuestos al medio de cultivo tejidos como el xilema y floema,
asi como parénquima, quedando meristemos de 0.5-1cm de largo. Se introdujeron por
15s a 80ml de etanol al 70% y se utilizaron dos desinfectantes, solucion de cloro al 79% y
soluciéon de acido peracético al 5%. Al tener los meristemos cortados, se introdujeron a
40ml de la solucién desinfectante y se dejaron agitando por 10min, después se extrajeron
y se les realizd6 3 lavados esterilizada con agua para sembrarlos en el medio. Los
esquejes habian pasado 3 dias en refrigeracion.

En las tres pruebas se determind si existia o no contaminacidon después 4
semanas de la siembra.

Siempre al trabajar en el laboratorio se lavaron los pisos y toda el area de trabajo
con DSC 1,000 y se encendi6 la campana media hora antes de realizar la siembra
desinfectandola con etanol al 70%.

Después de las pruebas anteriores, se realizaron unas modificaciones a la
metodologia y en base a ello se hizo el experimento siguiente:

Se obtuvo 100 esquejes de la misma manera antes descrita y la forma de lavado
fue igual. Después del lavado por 20 minutos con DSC 1,000 y 15s con etanol al 70% a
los meristemos, se desinfectaron de la siguiente manera:

e Con hipoclorito de sodio (Cloro Magia Blanca ®) al 1% por 10 minutos con

agitacion.

» Con acido peracético (Hyperox ®) al 1% por 10 minutos con agitacion

e Con acido peracético (Hyperox ®) al 5% por 10 minutos con agitacion

e Con acidos organicos con compuestos peroxidados (Virkon S ®) a 0.8% por 10

minutos con agitacion.

e Con acidos organicos con compuestos peroxidados (Virkon S ®) a 1% por 10

minutos con agitacion.

Después de las distintas formas de desinfeccion se realizd un lavado con agua
destilada esterilizada antes de realizar el cultivo. Por Ultimo los meristemos se sembraron
en medios de cultivo conteniendo medio de Murashige y Skoog (MS) + Acido Naftalen
Acético (NAA) + Thidiazuron (TDZ).
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De cada uno de los tratamientos, se realizaron 5 repeticiones, cada una consistio
de un frasco de compota con 4 meristemos.

Para realizar el cultivo de tejidos, se colocaron en los frascos 25 ml del medio de
cultivo compuesto del medio MS, 30 g/l de sacarosa, 8 g/l de agar, 0.5 uM NAAy 0.5 uM
de TDZ.

Después de 5 semanas se determind si existia o no contaminaciéon de los
meristemos segun el tratamiento que se utilizo, la variable que se obtuvo fue el nimero de
plantas no contaminadas. Se utiliz6 una prueba de analisis de varianza de una sola via,
con un nivel de confianza de P,= 0.05 con los datos transformados.

Para evaluar el enraizamiento, se hizo otra siembra con 80 nuevos meristemos a
un medio de cultivo MS, 30g/l de sacarosa, 8g/l de agar, 0.5uM NAA con distintas
concentraciones de TDZ para evaluar el enraizamiento. El lavado de los esquejes se
realizé con DSC 1,000 por 20min, después se cortaron los meristemos y se introdujeron
por 15s en etanol al 70%, la desinfeccién se realizo sumergiendo los meristemos en

Hyperox al 5% con agitacion por 20min. Las concentraciones a evaluar fueron:

e uMTDZ

e 0.05uMTDZ
e uMTDZ

e 05uMTDZ

A las 5 semanas después de sembrados los meristemos se determind la mejor
concentracién de TDZ segln la cantidad de meristemos que desarrollaron raiz. Esto se
observo en los meristemos de dos formas, una sélo de forma visual con los meristemos
dentro de los frascos y la otra con estereoscopio sacando el meristemo para observar si
tenia desarrollo raices.

Se realizd una prueba de analisis de varianza de una sola via con un nivel de
confianza de P,= 0.05 utilizando Analysis Tool Pack de Excel. Por la naturaleza de los
datos de no tener una distribucion normal, se realizo la transformacion de los mismos.
Para evaluar la desinfeccion, se utilizo la raiz cuadrada de los porcentajes de meristemos
contaminados y en el enraizamiento, la raiz cuadrada de x+1 de los meristemos
enraizados. Esta diferencia se dio por la cantidad y tipo de datos con los que se contaba

en cada experimento.



VIl. RESULTADOS

En la primera prueba, el tratamiento que menos meristemos contaminados
presentd fue el Hyperox 5% en el medio MS+NAA+TDZ, teniendo 4 meristemos
contaminados. En dos de los tratamientos con cloro, todos los meristemos fueron
contaminados. En el tratamiento de hyperox 5% con agitacién y medio con hormonas, dos
meristemos presentaron desarrollo radicular y uno de los mismos también presentd
crecimiento apical de 2.5cm a las 4 semanas de estar en el medio. Todos los meristemos

fueron siendo desechados al presentar contaminacion.

Cuadro 4: Resumen de meristemos contaminados segin el medio de cultivo y el

tratamiento de desinfeccion en la primera prueba

. . Meristemos | Meristemos

bedio Desinfectants totales contaminados
Cloro 0.79% 12 12
Hyperox 5% 12 8
MS+NAA+TDZ =1 r570.79% con agitacion 12 8
Hyperox 5% con agitacion 12 4
MS Cloro 0.79% 12 12
Hyperox 5% 12 8

En la segunda prueba realizada, todos los meristemos sembrados en el medio de
cultivo MS+NAA presentaron contaminacion. En el medio MS+TDZ hubo mayor
contaminacién en los meristemos desinfectados con hipoclorito de sodio al 1%. En el
medio MS+NAA+TDZ se presentaron tres meristemos con desarrollo radicular, uno
desinfectado con cloro al 1% con agitacion y los otros dos con hyperox al 5% con

agitacion.

22
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Cuadro 3: Resumen de meristemos contaminados segun el medio de cultivo y el

tratamiento de desinfeccion en la segunda prueba

Medio Desinfectante Metlgst;;f;:os cgnni:rsnt?n'ggts)s
MSHNARTDZ | e e aon agtacen |15 10
= i
MSINAR | 5% son agtacdn |15 E
wsioz_| ol ikomaiac |15 )

De la tercera prueba realizada, todos los meristemos murieron, 20 fueron
contaminados y los demds a pesar de no presentar contaminacion murieron. A la semana
y media de la siembra empezaron presentando tejido necrético en la parte superior y a las
tres semanas, todos los meristemos estaban muertos.

Dados los resultados de las tres pruebas, se decidié una metodologia para realizar
el experimento completo y la toma de datos. Se decidio realizar los cortes rectos sin quitar
tejido de las orillas del meristemo, también de hacer la desinfeccién en la solucion dada
con agitacion por 10min y de efectuar las siembras con el medio MS+NAA+TDZ. Para el
enraizamiento, probar distintas concentraciones de TDZ cercanas a la utilizada en el
primer medio.

Al realizar el experimento con los 100 meristemos y las cinco formas de
desinfeccion, con la solucidn de cloro Unicamente 6 de 20 (30%) meristemos no
presentaron contaminacion. Entre las soluciones de acido peracético al 1% y al 5%, no
existio diferencia en nimero de no contaminados, ambos desinfectantes mostraron 16
meristemos de 20 (80%) no contaminados. En las soluciones de acido peracético mas
acidos organicos y surfactante al 0.8% y al 1%, 12 de 20 (60%) no presentaron

contaminacion.

Cuadro 4: Resumen de datos de meristemos no contaminados por tratamiento de

desinfeccion

; Meristemos Meristemos no
Tratamianto totales contaminados
1 Cloro® al 1% 20 6
2 Hyperox ® al 1% 20 16
3 Hyperox ® al 5% 20 16
4 Virkon S ® al 0.8% 20 12
5 VirkonS®al 1% 20 12
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Cuadro 5: Gréfica de porcentaje de meristemos no contaminados por tratamiento de

desinfeccion evaluado

Porcentaje de mersitemos no infectados por
tratamiento

m Cloro 1%
® Hyperox 1%
0 Hyperox 5%

m Virkon S 0.8%
Virkon 1%

Porcentaje

Tratamiento

En el analisis de varianza de un solo factor realizado a los datos transformados
(transformacién= raiz cuadrada del porcentaje de meristemos contaminados) se obtuvo
una F de 0.93, siendo la Fcritica= 2.86 y el valor de P= 0.46. Dados estos valores, no
existe diferencia estadisticamente significativa P (>0.05) entre los tratamientos. También

se obtuvo el coeficiente de variacion para los datos y fue de 77%.

Cuadro 6: Resumen del analisis de varianza de los datos transformados (raiz cuadrada de

los porcentajes) de la contaminacion de meristemos

Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups 87.85641 4 | 21.9641 | 0.930379 | 0.466243 | 2.866081
Within Groups 472.1539 20 | 23.6077
Total 560.0103 24

En el -procedimiento de induccién radicular utilizando cuatro diferentes
concentraciones de TDZ, tres (0.01, 0.1 y 0.5 uM) no presentaron enraizamiento en
ningun meristemo. La concentracion de TDZ 0.05 pM mostré 6 de 20 (30%) meristemos
enraizados.

Los meristemos fueron evaluados 4 semanas después de la siembra, pero al notar
que habia pocos meristemos enraizados se dejo evaluar por mas tiempo. Se monitoreo
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por 4 semanas mas pero no se presentaron mas meristemos enraizados. El inico cambio
que se observo fue en los meristemos que ya presentaban raiz, se fue desarrollando mas

la raiz y cuatro meristemos empezaron a tener desarrollo apical.

Cuadro 7: Resumen de datos de meristemos enraizados segun la concentracion de la

hormona TDZ
Tratamiento Meristemos Meris_temos
totales enraizados
1 0.01 uM TDZ 20 0
2 0.05uM TDZ 20 6
3 01 pyMTDZ 20 0
4 05 uyMTDZ 20 0

Cuadro 9: Grafica de nUmero de meristemos enraizados segun la concentracion de la
hormona TDZ

Numero de meristemos enraizados

0[0.01]
= [0.05]
m[0.1]
o[0.5]

Numero de
mersitemos
o = N W bk~ oo,

Tratamiento

Al aplicar el analisis de varianza de un solo factor con los datos transformados
(transformacién: raiz cuadrada x+1), la Fcritica= 0.32 y la F= 2.86 lo que muestra que no
existe diferencias estadisticamente significativas (Pa=0.05), el coeficiente de variacion
obtenido con la raiz cuadrada del cuadrado medio dividido la media y esto multiplicado

por cien fue de 22%.

UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
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Cuadro 9;: Resumen del andlisis de varianza de los datos transformados (raiz cuadrada de

x+1) del enraizamiento

Source of
Variation SS df MS F P-value F crit
Between Groups | 87.85641 4| 21.9641 | 0.930379 | 0.466243 | 2.866081
Within Groups | 472.1539 20 | 23.6077
Total | 560.0103 24




VIl. DISCUSION

Las tres pruebas previas que se realizaron fueron para empezar a desarrollar
técnica para el cultivo de tejidos para que en el momento de hacer el experimento se
tuviera mayor conocimiento de la metodologia, ademas las pruebas ayudaron a
establecer la metodologia a seguir. En uno de los ensayos se sigui® exacta la
metodologia hecha por Mohamed-Yasseen en la microporpagaciéon de la pitaya rosada,
que es un protocolo basico para la producciéon de pitaya en cultivo de tejidos (Yasseen
2001). Se realizaron ciertas variaciones de la metodologia de Yasseen por no contar con
mayor informacién sobre la micropropagacion y de esta manera definir los pasos y la
metodologia a seguir en el experimento con los tres desinfectantes.

En las tres pruebas y en ambas partes del experimento se cortaron los esquejes
con el meristemo apical de color morado a verde claro, dado que de este color el
meristemo esta vivo y joven y de esta manera existe mayor facilidad que el tejido se
desarrolle crezca en un medio de cultivo. El meristemo se desarrolla en un medio de
cultivo si tiene las condiciones ideales de humedad, nutrientes, luz y no contaminacion.

Es importante meter los esquejes después de cortados en una hielera para
transportarlos para que pierdan la menor cantidad de humedad y turgencia posible. Si no
se siembran en el medio de cultivo el mismo dia que fueron cortados, ponerlos en
refrigeracion.

En la primera prueba, en el medio MS+NAA+TDZ presentaron menos infeccion los
tratamientos que tuvieron agitacion por 10min con la solucion desinfectante que a los que
no se les realizd agitacion (ver Cuadro 4). Esto se debe a que la agitacion ayuda a
remover la materia que pueda tener el meristemo entre los tejidos.

En el medio MS no se encontré desarrollo radicular en ningin meristemo. Este es
un factor que pudo ser dado porque ese medio no poseia hormonas, y tanto el acido
naftalen acético como el thidiazurén ayudan a promover la raiz. EI NAA es sintético y por
su naturaleza de auxina, promueve la elongacién de las células (Vasquez et al 1997). El
thidiazuron en cambio es una citoquinia de las mas activas y se ha utilizado desde 1982
en la induccién de raices (Mok et al 1982) e induce la produccion de multiples raices en la
pitaya cuando es sembrada al suelo (Yasseen 2002).

En el medio MS+NAA+TDZ con la desinfeccion de Hyperox al 5% con agitacion si
se presentd desarrollo de raiz en dos meristemos, esto se pudo deber a que contenia
hormonas que ayudaban al desarrollo de la raiz. Los dos meristemos que si llegaron a
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desarrollar raiz se presentaron en el tratamiento que menos contaminacion tuvo y donde
mas numero de meristemos sobrevivieron a las tres semanas.

Hay que tomar en cuenta que en el medio MS hubo mayor contaminacién, por lo
que el nimero de meristemos que pudo haber desarrollado raiz es menor, sélo cuatro
meristemos que fueron desinfectados por Hyperox al 5% no se contaminaron, pero de
estos, ninguno presenté desarrollo radicular.

Se realizdé una parte de esta prueba en el medio MS como control, asi de esta
manera se podia definir la importancia de las hormonas en el medio. Después de los
resultados que se observan en el cuadro 4, se decidio realizar otra prueba, pero esa
segunda vez, en todos los tratamientos de desinfeccion se realizé agitacién. Ya no se
probo el medio MS como tal porque no habia presentado ningun signo de enraizamiento.

En la segunda prueba se utilizaron tres medios distintos para observar el
comportamiento de los meristemos segun la hormona que contenia. EI mayor problema
de esta prueba fue que presentd mayor contaminacion que la primera, (ver cuadro 5) esto
pudo darse debido a que el material vegetativo de esta segunda prueba se encontraba
mas sucio que el primero, ya que la recoleccién de esquejes se realizo después de lluvia
durante el mes de mayo y varios esquejes presentaban bastante lodo y tierra.

Se observé que de los 15 meristemos no contaminados, 10 se encontraron en el
medio MS+NAA+TDZ y de estos, 3 presentaron enraizamiento. Esto se debe a que la
combinacion de las dos hormonas induce a la formacién de las raices, mientras el exista
el mejor balance entre la auxina (NAA) y la citoquinina (TDZ), mayor desarrollo y
formacion de raices presentara el cultivo (Urtado y Merino 1994).

En la tercera prueba afecto la forma del corte que se realizé al meristemo, dado
que en las pruebas anteriores en las que se habia realizado el corte solo como una
decapitacion y recto sin quitarle tejido de epidermis de los alrededores no se puso
nectrotico.

Tejidos mas sensibles se encontraban expuestos por no contener la epidermis ni
la cuticula. Estos frascos presentaron mas gotas en las paredes de alrededor y en la
tapadera, por lo que el meristemo perdi6 liquido y no los recuperd. La necrosis de los
meristemos comenzd en la parte superior y fue bajando hasta llegar a la parte que estaba
introducida al medio. La parte que estaba adentro del medio tardo mas tiempo en ponerse
necrotica, pero después de 4 semanas, todos los meristemos no contaminados (40
meristemos) estaban muertos. Ademas hay que tomar en cuenta que estos esquejes ya

llevaban 3 dias en refrigeracién, por lo que también en esta etapa perdieron agua.
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Al aplicar los cinco diferentes métodos de desinfeccion con los tres productos, se
mostrd una mejor accién en ambas soluciones de acido peracético (1y 5%), seguido por
el desempefio del acido peracético mas acidos organicos y surfactantes (0.8 y 1%) y por
Gltimo se observo la accién menor de la solucién de cloro (1%) (ver cuadro 6 y 7).

La forma de desinfeccién para los 5 tratamientos se llevd a cabo de la misma
manera, primero lavando los esquejes con agua a cierta presion y después
introduciéndolos en una solucién de DSC 1,000 por 20min, por dltimo en etanol al 70%
por 15s. Los meristemos desinfectados de esa manera fueron separados en cinco para
luego ser introducidos a una de las soluciones y después de ser agitadas por 10 minutos,
lavadas con agua esterilizada y sembradas en el medio. La desinfeccion previa a la
utilizaciéon de los distintos desinfectantes y concentraciones fue por igual a todos
meristemos, esto ayuda a determinar que la contaminacion que se observo en cada
solucion si fue dada por el potencial de desinfeccion de cada solucion.

La accién menor en la desinfeccién se observo en la solucién de cloro al 1% y
pudo ser dado porque los meristemos contenian ain materia organica después de haber
sido sumergidos y lavados con un jabén desinfectante. Debido a que el cloro pierde su
eficacia con materia organica, su potencial de desinfeccion disminuy6 y la cantidad de
meristemos infectados fue mayor. Para que en presencia de materia organica tenga casi
el mismo funcionamiento, debe utilizarse en concentraciones del 10% (Marti et al 1997)
pero en esa concentracion puede quemar ciertos tejidos sensibles de la planta, dado que
el hipoclorito si se considera corrosivo (Smith et al 2004).

Al comparar el potencial de desinfeccion del acido peracético y del acido
peracético mas acidos organicos, el acido peracético sin acidos organicos tiene mayor
capacidad de desinfeccion dado que la concentracion de este acido es mayor que en el
Virkon S que contiene acido peracético méas disuelto por contener ademas otro acidos
(webtelmex.net.mx 2005).

Se llevd a cabo una transformacion de datos por el tipo de distribucion que se
tiene, dado que no es de tipo normal. Los resultados de las desinfecciones fueron
muestras relativamente pequenas y la variacion de los datos fue grande. En el analisis de
desinfeccion se transformaron los datos obteniendo la raiz cuadrada de los porcentajes de
meristemos no contaminados, y para la evaluacion del desarrollo radicular se utilizo una
transformacion de datos distinta, dado que la mayoria de resultados eran cero se trabajo

con la raiz cuadrada del dato mas uno (x + 1).
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Para llegar a definir el tipo de analisis estadistico y la transformacion de los
datos, se realizaron distintas pruebas estadisticas. Se realizd un analisis de varianza de
un factor sin los datos transformados y éste dio que ninguno de los dos experimentos era
estadisticamente significativo, dado que la F daba mayor a la F critica. Por contar con
pocos datos, también se realizaron dos pruebas de estadistica no parameétrica, la prueba
de los signos y la prueba de Wilcoxon, en ambas tampoco salio diferencia
estadisticamente significativa (Mendenhall ef al 2002). Se escogi6 la transformacion de
los datos y el analisis de varianza de un solo factor debido a que se tenian pocos datos y
no se contaba con una distribucion normal.

A pesar que la contaminacién en las soluciones de acido peracético y de acido
peracético mas acidos organicos y surfactante no fue estadisticamente significativa en
comparacion con la accion desinfectante del cloro, es sugestiva la aplicacion de
soluciones con acido peracético para técnica de cultivo de tejidos en la pitaya rosada.

La diferencia entre los tratamientos no fue estadisticamente significativa, dado que
la F critica es mayor que la F dada por los datos del experimento (ver cuadro 8). La
prueba puede ser no significativa por la gran variabilidad en los datos, dado que se tiene
un coeficiente de variabilidad del 77%, el cual es bastante alto y esté afectando al realizar
el andlisis. Al observar los datos del cuadro 6, la cantidad de meristemos no
contaminados en el cloro es 50% menor que en Virkon S y 80% menor que en Hyperox,
pero la variabilidad de todos los datos es demasiada grande.

La utilizacion de desinfectantes distintos al cloro ayudaria a que el procedimiento
fuera mas amigable con las personas laborando en el laboratorio de cultivo de tejidos. El
hipoclorito de sodio es levemente toxico al igual que el acido peracético, pero el cloro se
considera corrosivo y la exposicién seguida a niveles bajos puede ocasionar irritacion
tanto en la piel como en vias respiratorias (ATSDR 2004).

El hipoclorito de sodio tiene la ventaja de ser mas econdmico, pero se inactiva
rapidamente con materia organica, lo que no le ocurre al Hyperox, ademas de no ser
corrosivo y, a pesar de poseer un olor fuerte, son suficientes concentraciones pequefias
(iguales o menores del 0.2%) para que tenga efecto contra bacterias, hongos, virus y
esporas.

En la metodologia aplicada para la induccion radicular, los medios de cultivo con
las concentraciones de TDZ al 0.01, 0.1 y 0.5uM no presentaron ningun signo de
enraizamiento en los 60 meristemos, 20 de cada una de las concentraciones. El Unico

medio que presenté signos de enraizamiento fue el de concentracion 0.05uM, que mostro
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6 de 20 meristemos (ver cuadro 9 y 10). Al aplicar el analisis de varianza de un solo factor
con transformacion de datos, no se encontr6 diferencias estadisticamente significativas,
sin embargo los resultados sugieren que alrededor de 0.05uM de hormona en el medio de
cultivo debe ser la concentracién mas adecuada para el estimulo de este meristemo
radicular.

Los 6 meristemos que presentaron signos de enraizamiento se encontraban
verdes y tuvieron crecimiento superior e inferior. Dada la concentracidon de TDZ, se
observa que la pitaya no necesita de tanta concentracion de hormona enraizadora para
que se desarrolle el meristemo y se pueda reproducir por medio de cultivo de tejidos esta
planta. Se puede notar que en la primera prueba, al no utilizar ninguna hormona, no se
presento enraizamiento.

De las hormonas utilizadas, el NAA no ha sido incluido en las pruebas de la EPA,
es muy ampliamente utilizada como hormona de enraizamiento en medios de cultivo de
tejidos (Vazquez et al 1997) y la combinaciéon con la hormona TDZ, que es también
ampliamente utilizada en cultivos in vitro que poco téxica dan una mezcla de hormonas en
medio MS muy poco toxico. Este tipo de medio de cultivo ayuda a desarrollar el cultivo y
en las concentraciones utilizadas para este fin, no causa dafio para la salud (Urtado y
Merino 1994).

La pitaya es atractiva tanto para su consumo como para su siembra, para su
consumo porque posee una gran cantidad de nutrientes y para su siembra porque tiene
una rentabilidad aproximada del 61% al llevar un buen manejo del cultivo. En Guatemala
hay muchas areas con las caracteristicas necesarias para poder sembrar pitaya y que ain
no ha sido explotada tales como en Ratalhuleu, Santa Rosa, San Marcos, Jalapa,
Suchitepequéz y Escuintla.

La razén por la que se escogio la pitaya rosada fue porque posee un alto potencial
de desarrollo a nivel agricola dado que tiene una gran demanda de exportacion a Estados
Unidos y Europa que ain no ha sido cubierta (Yasseen 2001; Montenegro 2003) e igual a
nivel nacional tiene un mercado interno ain no cubierto completamente. Por estas
razones, es importante determinar una forma de reproduccién in vitro con una
metodologia establecida que sea mas amigable con las personas que realizan los cultivos
y mas eficiente, ayudaria a la reproduccién de esta fruta. También una ventaja que posee
esta fruta para el experimento realizado es que por ser un Cactacea, presenta dificultad

para la desinfeccion de sus tejidos por sus caracteristicas ergondmicas.



IX. CONCLUSIONES

1. Al comparar el efecto de la solucién de cloro al 1% y de las soluciones de acido
peracetico al 1% y 5% y de acidos peracético con acidos organicos al 0.8% y 1%
como desinfectantes no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la capacidad desinfectante. A pesar que las soluciones acidas presentaron un mayor
poder de desinfeccion que la solucion de cloro utilizada.

2. Aunque la concentracion de TDZ de 0.05uM present6 signos de mayor capacidad de

enraizamiento, no se encontré diferencia estadisticamente significativa entre las

diferentes concentraciones de TDZ evaluadas.
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X. RECOMENDACIONES

Continuar con este tipo de experimentos para optimizar los procedimientos de

desinfeccién en el cultivo de tejidos, para sustituir las soluciones de cloro.

Experimentar como reaccionan otros cultivos a la desinfeccion con acidos

peracéticos.

Ampliar la utilizacién de la combinacion de las hormonas NAA y TDZ en
diferentes cultivos para la produccién de raices.

Probar hacer el cultivo de tejidos de la pitaya con el corte en forma de V para
que mayor cantidad de tejido esté en contacto con los nutrientes y hormonas del

medio.

Encontrar la concentracion exacta de TDZ para la induccion de enraizamiento de

la pitaya rosada (Hylocereus undatusx Britt & Rose).

Repetir el estudio con mas muestras y en frascos individuales.

Promover la produccion de pitaya en las areas climatologicas aptas para el

cultivo dada la alta potencialidad de este cultivo.

. Ampliar el conocimiento de la alta rentabilidad del cultivo de la pitaya rosada a

las poblaciones en las que puede desarrollarse el cultivo.
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Apéndice 1: Composicion del medio Murashige y Skoog (MS) utilizado en el cultivo de

tejidos

XIl. APENDICES

Componente

Para un litro de

medio MS
Macronutrientes 100ml
Micronutrientes 1ml
Ca 10ml
Fe 10ml
Vitaminas 0.5ml
Sucrosa 30g
| Agua Hasta llegar al Lt
Gel 2g
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Apéndice 2: Muestra de hoja de toma de datos de la desinfeccion
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Apéndice 3: Resultados obtenidos en el experimento de desinfeccion
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Apéndice 4: Porcentajes de meristemos contaminados segun el tratamiento

Frasco

1 2 3 4 5
Cloro 1% 75 0 0 75 0
Hyperox 1% 100 100 100 0 100
Hyperox 5% 100 100 0 100 100
Virkon S
0.8% 100 0 100 0 100
Virkon S 1% 100 0 100 100 0

Apéndice 5: Raiz cuadrada de los porcentajes de meristemos contaminados segun el

tratamiento.

Frasco

1 2 3 4 5
Cloro 1% 8.66 0 0| 8.66 0
Hyperox 1% 10 10 10 0 10
Hyperox 5% 10 10 0 10 10
Virkon S
0.8% 10 0 10 0 10
Virkon S 1% 10 0 10 10 0
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Apéndice 7: Muestra de hoja de toma de datos de enraizamiento
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Apéndice 9: Datos transformados (x+1) de meristemos enraizados segun concentracién
de TDZ.

Frasco
Thidiazurén 1 2 3 4 5
0.01 uM 1 1 1 1 1
0.05 uM 3 2 1 3 2
0.1 uM 1 1 1 1 1
0.5 uM 1 1 1 1 1

Apéndice 10: Datos transformados del nimero de meristemos enraizados segin la

concentracion de TDZ.

Frasco
Thidiazurén 1 2 3 4 5
0.01 uM 1 1 1 1 1
0.05 uM 1.7 14 1 1.7 1.4
0.1 uM 1 1 1 1 1
0.5 uM 1 1 1 1 1

Figura 6: Contaminacién de meristemos en el frasco 2 del tratamiento de Virkon al 1%

o

A
g 14 3:20AM



43

Figura 7: Contaminacion de meristemos en el frasco 2 del tratamiento de Cloro al 1%

10 3:28anm

Figura 8: Contaminacion de meristemos en el frasco 4 del tratamiento de Virkon al
0.8%

14 3:274aM
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Figura 9: Crecimiento apical de los meristemos en el frasco 2 del tratamiento de TDZ
[0.05 uM]

Figura 10: Contaminacién de meristemos en el frasco 3 del tratamiento de Hyperox al
5%

14 3:204M
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