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| RESUMEN

En el presente trabajo se desarrollo un protocolo de propagacion in vitro para pitahaya
con el objetivo de acelerar su crecimiento y evaluar los cambios morfoldgico-celulares en
brotes como mecanismos de adaptacion al frio. Se realiz6 una prueba de viabilidad con
tetrazolio al 0.1 % para verificar la efectividad del lote de semillas. Posteriormente, se evalu6
la germinacion ex vitro en donde se colocaron 25 semillas en algodon con cuatro
repeticiones, y la germinacion in vitro que se realizo en frascos con MS +1 mg/L de carbon
activado, con 20 semillas por frasco, cinco repeticiones. Transcurridos 35 dias, se registré el
porcentaje de germinacion. Para asegurar la asepsia de las semillas en los cultivos in vitro,
se evaluaron cuatro tratamientos de hipoclorito de sodio (NaOCIl) a diferentes
concentraciones (0.5, 1%) y tiempos (5, 10 min.) méas un control. Se realizd un barrido
hormonal con acido indol acético AlA (0.3, 0.5 mg/L) y 6-bencil amino purina BAP (0.5, 1
mg/L) méas un control, el cultivo se mantuvo durante 4 semanas. Obtenidas las plantas de
pitahaya, 27 de ellas se sometieron a condiciones de estrés por frio (7°C, 10°C y temperatura
ambiente), durante 12, 24 y 36 hrs. Se realizaron cortes transversales de los brotes, los cuales
se sometieron a cambios osmaticos mediante una solucién de agua destilada e hipertonica,
se registro el tamafo celular de 100 células por muestra. Como resultado, se obtuvo una
viabilidad del 68.95%, la germinacion ex vitro fue del 60% e in vitro 20%. No hubo
diferencias significativas entre los tratamientos de desinfeccion, ni para los tratamientos
hormonales. Las pitahayas pueden tolerar temperaturas de 10°C por 24 hrs o 7°C por 12
horas. En conclusion, se logré la propagacion de Hylocereus undatusal emplear plantulas
obtenidas ex vitro como fuente de explante para su posterior crecimiento in vitro con
diferentes reguladores de crecimiento; la medicion celular podria ser una técnica sencilla y
factible para determinar los efectos del frio, sin embargo, se requiere corroborar con otros

métodos.



I INTRODUCCION

La pitahaya (Hylocereus undatus Britton y Rose) es una cactacea originaria de regiones
tropicales de América distribuida desde México hasta Centroamérica, en donde constituye
un recurso genético importante (Montesinos et al., 2015) debido a la demanda de sus frutos
en el mercado nacional e internacional y a su vez, porque demanda poca agua, se adapta a
diversos tipos de suelo y es una opcion en la reconversion de cultivos (Garcia y Quirds,
2010; Osuna et al., 2016).

La forma de propagacion puede ser por medio de semillas, en donde se logra mantener
la diversidad genética y las caracteristicas deseables de la pitahaya (Montesinos et al., 2015;
Ruiz et al., 2020). Sin embargo, requieren mayor cuidado en cuanto se trasplantanen el
terreno definitivo y tardan de cuatro a seis afios en llegar a su etapa productiva (Montiel,
2017). Otra forma es a partir de tallos y esquejes, comenzado la produccion dos afios después
de establecerse en campo y alcanzando su mayor produccion a los cinco afiosla cual se
mantiene hasta por 20 afios mas, sin embargo, son susceptibles a enfermedades o dafios por
condiciones climaticas (Pérez, 2011).

El estrés por frio es uno de los factores de mayor influencia que restringen la produccion
de pitahaya, sufriendo dafios cuando la temperatura es inferior a 4°C. El dafio afecta el
crecimiento y provoca la caida de las flores, lo que reduce o elimina la produccién(Barcenas
y Jiménez, 2010). En plantas tolerantes al frio, cambia su composicion lipidica, tanto de la
membrana plasmatica como de los cloroplastos, de modo que el umbral de temperatura en
el que se producen dafios en la membrana es menor, es por eso que se han utilizado métodos
que ayudan a evaluar la integridad de la membrana frente al estrés por frio como la
conductividad eléctrica relativa (REC), o la medicion del contenido de malondialdehido
(MDA) el cual es un aldehido utilizado como biomarcador, producto dela peroxidacion
lipidica. Otra variable cuantificable es la prolina total (PRO), dado que la acumulacion de
esta actla como lipoprotector de la membrana, (Sarkar et al., 2009), ademas, la prolina al
ser hidrofila, puede estabilizar los procesos metabélicos y coloidales del protoplasto en los
tejidos, reduciendo asi el punto de congelacion y previniendo la deshidratacion celular (Gong
et al., 2019). Estas técnicas requieren de reactivos y equipos especificos para realizar su

cuantificacion, sin embargo, la busqueda de procedimientos



mas sencillos para evaluar cambios en la morfologia celular ante este tipo de estrés es
importante para determinar los rangos de tolerancia en las plantas. Es por esto que surge el
interés de analizar los cambios en la membrana mediante variables métricas como
indicadores de tolerancia al frio.

Por otro lado, ha incrementado el interés por mejorar el proceso de propagacion de
diversas especies vegetales, a partir de técnicas como el cultivo in vitro, con el fin de obtener
plantas libres de patdgenos, con caracteristicas deseables, o con un crecimiento mas rapido
y uniforme. La regeneracién de plantas por vias como la organogénesis tiene mayor
aplicacion ya que, permite superar las desventajas como la pérdida del germoplasmaen
especies endémicas y en peligro de extincion, mediante cambios en el medio como: pH,
temperatura, humedad, presion osmotica, problemas de calidad fitosanitaria, tiempos y
espacios reducidos (Villarreal, 2015) que se producen con la propagacion sexual porsemillas
directamente en el suelo (Ruvalcaba et al., 2010). Ademés, mediante el uso de hormonas
vegetales en cultivos in vitro, se producen cambios a nivel celular, modificando los patrones
de crecimiento de los vegetales y permitiendo su control (Alcantara et al., 2019), por
ejemplo, en pitahaya la combinacion de hormonas vegetales de acido indol acético (AlA) y
6-bencil amino purinna (BAP) han permitido incrementar el nimero de cladodios, asi como
el desarrollo y crecimiento de raices y tallos (Zeledén y Arauz, 2020). En este sentido, la
propagacion in vitro se ha convertido en un método alternativo para acelerar el crecimiento
de pitahaya a través de semillas, prevenir los problemas fitosanitarios, y para la conservacion
de la integridad genética de la especie (Montiel et al., 2016; Gonzélez, 2020).

Por tanto, el desarrollo de un protocolo de propagaciéon en pitahaya brindara las
estrategias a seguir para garantizar el éxito en el establecimiento y sobrevivencia del cultivo,
asi mismo, las plantas obtenidas pueden ser objeto de estudio para diversos campos de la
biologia, entre los que destacan la evaluacion de la tolerancia y adaptacion a diferentes tipos
de estrés a través de la evaluacion de caracteristicas morfoldgicas celularesen plantas de

pitahaya, lo que brindara conocimiento para su manejo y mejoramiento.



I11. ANTECEDENTES

3.1. Aspectos ecoldgicos de Hylocereus undatus.

La pitahaya (Hylocereus undatus Britton & Rose) es una cactacea originaria de regiones
tropicales de América y se distribuye desde México hasta Centroamérica, en donde
constituye un recurso genético importante. Es una planta perenne, epifita, trepadora con
forma triangular, carnosa y de tallos verdes articulados, que cominmente crece sobre
arboles o piedras debido a que no puede sostenerse por si misma (Montesinos et al., 2015).
Dentro de las caracteristicas de la pitahaya encontramos tallos alargados, carnosos y
triangulares con segmentos ramificados. Cada segmento tiene tres alas o costillas
onduladas con margenes corneos con 1 a 3 espinas, a veces sin espinas. Las raices aéreas
crecen desde la base del tallo y proporcionan a la planta un ancla (Hai et al., 2021,
Gunasena et al., 2010).

Las flores son hermafroditas, actinomorfas y se insertan directamente sobre los tallos,
tienen forma tubular y son grandes (de 20 a 40 cm de longitud); abren una vez durante la
noche, aparecen en general solitarias y presentan un perianto heteroclamideo (Figura 1). El
verticilo sexual masculino lo integran numerosos estambres dispuestos en espiral que
producen granos de polen tricolpados. El ovario del gineceo es infero con numerosos
carpelos soldados y uniloculares. Las yemas florales emergen de las areolas de crecimiento
del afio anterior, siendo una por areola, la cual queda en comudn después de la floracién. Entre
los agentes polinizadores se encuentran los murciélagos, las mariposas nocturnas y diversas
especies de abejas nativas y europeas. El fruto es una baya globosa o subglobosa dehiscente
(Figura 2), mide en promedio de 8 a 15 cm de largo y de 6 a 10 cm de didmetro,su pericarpelo

es de color rojo (Montesinos et al., 2015).



Figura 1. Estructuras morfolégicas de la flor de Hylocereus undatus (Tomado de
Cereén, 2020).

Las semillas sexuales o verdaderas se encuentran distribuidas de forma abundante en la
pulpa del fruto, recubiertas por una sustancia mucilaginosa. Poseen una testa reticulada de
color negro brillante, lisa y delicada con un funiculo largo el cual se une a la semilla con la
pared interna del fruto (Figura 2 y 3). Normalmente presentan buena germinacién. Su

nimero cromosomico es n =11, la planta es diploide (2n = 2x = 22) (ZUfiga, 2016).



Figura 2. Morfologia del fruto y semilla. (A), fruto de pitahaya. (B), fruto seccionado
de tipo baya. (C), semilla con testa reticulada. (D), semilla recubierta de sustancia
mucilaginosa. (E), semilla en germinacion (Foto: Ostria-Cabafias V).

Por ser una cactacea, la pitahaya muestra caracteristicas fisiologicas y morfologicas
adaptadas a condiciones aridas y semiaridas, como sistemas radicales muy grandes con gran
desarrollo horizontal para evitar su pérdida por transpiracién y responden rapidamentea la
presencia de humedad formando raices absorbentes tan sélo unas horas después de queha
llovido con el propdsito de aprovechar al maximo dicha humedad. Sin embargo, estaraiz

es muy sensible a encharcamientos constantes y muy duraderos, los cuales provocan



su putrefaccion (Morales, 2017). Otras estrategias son: el desarrollo de érganos aéreos con
cuticulas reducidas o gruesas, bajo nimero de estomas por unidad de superficie presentes en
el tallo, una via fotosintética, denominada la via del metabolismo &cido de las crasulaceas
(CAM) con el que H. undatus tiende a presentar su maxima tasa de intercambio de CO: al
finalizar la noche, tallos con una cuticula gruesa y cerosa que limitan la pérdida de agua,
entre otros (Zeleddn y Arauz, 2020).

Las pitahayas tienen dos tipos de raices: las primarias que se encuentran en el suelo y
las secundarias o adventicias, que se desarrollan fuera del suelo. Las raices adventicias, se
generan cuando la planta sufre de estrés hidrico, sus funciones son fijar y sostener las plantas
a su tutor, absorber sustancias nutritivas y agua del ambiente (Montiel, 2017).

México es un importante sitio de distribucion de la diversidad genética del género
Hylocereus, se conocen agrupamientos que indican la existencia de variabilidad genética de
pitahaya en nueve estados de la Republica Mexicana: Oaxaca, Puebla, Veracruz,
Guanajuato, México, Distrito Federal, San Luis Potosi, Hidalgo y Tabasco (Solano, 2005).
Dentro de la diversidad de Hylocereus undatus encontramos que el género cuenta con 16
subespecies reconocidas, de las cuales se ha documentado que presentan gran polimorfismo
en el ADN (Montesinos et al., 2015).



Figura 3. llustracion cientifica de Hylocereus undatus (Tomado de Britton y Rose,
1920).

3.1.1. Distribucion geogréfica

En México las especies del género Hylocereus se desarrollan hacia el centro y sureste del
pais en bosque tropical perennifolio, entre los 15° 16'y 25° 3' N, 89° 27'y 107° 25' O. Su
distribucion natural incluye 21 estados: Campeche, Chiapas, Estado de México, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tlaxcala Veracruz y Yucatan(Figura 4),
(Rodriguez, 2002).
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Figura 4. Distribucion geogréfica del género Hylocereus en México marcado en color
café. Tomado de CONABIO, 2014.

3.1.2. Produccidén nacional

Aunque las pitahayas se distribuyen en la regidn centro y sur del territorio nacional,
unicamente en algunas zonas existe como cultivo en huertos familiares, y en areas ain mas
reducidas se esta desarrollando su produccién en plantaciones especializadas. Hay plantas
silvestres en toda la porcion sur del pais, pero la produccién comercial de frutas s6lo ocurre
en los estados de Yucatan, Puebla, Campeche, Quintana Roo y Tabasco.

En México, Puebla es el tnico estado que exporta su produccién de pitahaya, en buena
medida porque en sus tres zonas productoras (la Cafada, el Valle de Tehuacan y la
Mixteca) la ocurrencia de la produccién es escalonada, de manera que garantiza
disponibilidad continua de fruta en todo el periodo de cosecha. Sin embargo, su produccion
proviene de huertos familiares, presenta gran dispersion, es escaso el manejo técnico y esta
sujeta a fluctuaciones climaticas que hacen que la produccion varie considerablemente afio

tras afio (Rodriguez, 2002).



3.1.3. Requerimientos edafoclimaticos

Temperatura: La pitahaya prefiere climas céalidos subhimedos. No obstante, también se
desarrolla adecuadamente en climas secos. No toleran temperaturas extremas por debajo de
15 0 7 °C. Tambieén, las temperaturas superiores a 30 °C reducen su eficiencia fotosintética
y por encima de los 35 °C pueden sufrir quemaduras, sobre todo si se exponen al sol durante
periodos largos (Hernandez et al., 2018).

Demanda hidrica: Prosperan desde el nivel del mar hasta 1850 m, requieren
precipitaciones de 650 a 1500 mm anuales. Las pitahayas florecen en verano durante el
periodo de lluvias y pueden ocurrir entre cuatro y siete ciclos de floracion en un periodo de
8 meses. Existen antecedentes de que en cultivos a mas de 1900 msnm los frutos suelen ser
de menor calidad en el sabor (insipidos), su desarrollo y maduracion es mas tardio (Barcenas
y Jiménez, 2010).

Suelo: Se trata de una planta que, debido a su rusticidad, se adapta a suelos secos, pobres
y pedregosos. No obstante, prefieren suelos franco-arenosos, himedos, con buen drenaje por
su sensibilidad al encharcamiento, ricos en materia organica y pH ligeramente acido (5.5-
6.5) (Llerena, 2020).

3.1.4. Plagas y enfermedades

El rendimiento del fruto de pitahaya se ve disminuido debido a microorganismos como
hongos, virus y bacterias, asi como a la infestacion de insectos durante el periodo posterior
a la cosecha. Lo mencionado puede generar una pérdida econémica hasta del 44% (Verona
et al., 2020). Se reconocen 17 géneros y 25 especies de fitopatdgenos que afectan a la
pitahaya entre las que se encuentran el chancro (Neoscytalidium dimidiatum), la enfermedad
viral (virus de cactus aun no identificado), la antracnosis (especies de Colletotrichum) y

pudricién de frutos y tallos (Bipolars cactivora) (Ruiz et al., 2020).
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3.1.5. Propagacion

En la pitahaya, la principal forma de propagacion es vegetativa (a partir de tallos, esquejes
o cladodios) y con ayuda de injertos. Las pitahayas también se reproducen por medio de
semillas, pero es un procedimiento dificil y tardado (Montesinos et al., 2015).Las semillas
son importantes para mantener la variabilidad genética de la especie; exhiben caracteristicas
deseables que pueden usarse para la seleccion de genotipos asociados con elrendimiento, la
apariencia externa, el color de la pulpa y la adaptacion a diferentes condiciones climéticas
(Ruiz et al., 2020).

La plantula que proviene de vivero empieza la produccion dos afios después de
establecerse en campo y alcanza la mayor produccidn a los cinco afios, manteniéndose hasta

terminar la vida productiva y rentable, la cual puede ser por 20 afios (Pérez, 2011).

3.2. Mecanismos generales a condiciones de estres en plantas

El estrés abidtico se refiere a los factores ambientales que alteran los procesos fisiol6gicos
y metabdlicos de las plantas. Se considera la causa central de la pérdida de mas del 50 %
de los principales cultivos de interés agricola en el mundo, asi como de la reduccion del
crecimiento, desarrollo y rendimiento vegetal (Méndez y Vallejo, 2019).

A lo largo de la evolucion, las plantas al ser organismos sésiles, han desarrollado diversas
adaptaciones fisioldgicas que les permiten sobrevivir a los diferentes tipos de estrés,
mediante respuestas reguladoras que reestablezcan la homeostasis celular o actien para

reducir los efectos nocivos (Vega, 2022).
3.2.1. Respuestas moleculares y celulares al estrés inducido por frio
Las plantas han desarrollado mecanismos para percibir sefiales externas y expresar
respuestas adaptativas a nivel morfoldgico, fisioldgico, bioquimico y molecular. El estrés

abidtico estd mediado por diversas reacciones biogquimicas y procesos fisioldgicos

controlados por mecanismos moleculares de naturaleza multigénica. Dichos mecanismos
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son criticos para la supervivencia de las especies en condiciones ambientales extremas como:
sequia, salinidad o frio (Garcia et al., 2013).

Los efectos de las bajas temperaturas en las plantas incluyen cambios en la bioquimica
y biofisica de las membranas, en la sintesis proteica, modificaciones conformacionales de
enzimas, en la ultraestructura de mitocondrias y cloroplastos, en los metabolismos
fotosintético y respiratorio, ademas de disminucion del crecimiento y alteraciones en el
desarrollo (Alonzo, 2015).

La respuesta de la planta inicia en la membrana, donde existen receptores de las sefiales
provocadas por alteraciones del medio. Esta sefial genera segundos mensajeros tales como:
especies reactivas de oxigeno (ROS), calcio e inositol-fosfatos, los cuales modifican la
condicidn intracelular. Diferentes proteinas (que actian como sensores) detectan el nivel
de calcio e inician diversas cascadas de sefializacion que activan o desactivan factores de
transcripcion (FT) que a su vez controlan la expresion de determinados grupos de genes
(Bustamante, 2018). La fuga de iones, el contenido de MDA y la acumulacion de H20; y O2
se usan comunmente para evaluar la gravedad del dafio de los lipidos de la membranaen
condiciones de estres (Hu et al., 2022).

Una alta tolerancia al estrés por frio, se ha relacionado con el incremento de prolinay la
actividad de enzimas que permiten eliminar especies reactivas derivadas del oxigeno. En
plantas tolerantes, para mantener la turgencia y el proceso metabdlico original, diversas
sustancias organicas e inorgéanicas, como sal inorganica, prolina, betaina, aztcares solubles
y proteinas solubles, se acumulan en las células vegetales a través de la regulacion osmdtica,
lo que conduce a un aumento en la concentracién del liquido celular y una disminucién del

potencial osmotico (Zhang et al., 2019).

3.2.2. Recuperacion al frio

Otro factor por considerar en la etiologia del dafio por frio es la capacidad de las plantas
para recuperarse después de la exposicion a bajas temperaturas, y determinar el punto donde
la recuperacion se vuelve imposible. Como ocurre con otros factores, la recuperacion del
dafo por frio depende de la especie y probablemente esté relacionada con la sensibilidad

inherente de cada planta (Romojaro, 2016).
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Por ejemplo, muchas plantas tienen meristemos subterrdneos, protegidos de las bajas
temperaturas del aire, que les permiten reiniciar el crecimiento cuando cesa el periodo de
frio. De todas formas, la mayor parte de las especies que sobreviven a muy bajas
temperaturas, lo hacen porque toleran la formacion de hielo dentro de ellas. Por ejemplo, en
herbaceas adaptadas a climas frios y arboles de bosques boreales, se forma hielo en los
espacios intercelulares ocasionando una intensa deshidratacion en las células y quedando
en estado de inactividad metabdlica, algunas plantas salen de este letargo cuando sube la
temperatura y comienzan a hidratarse. En ningun caso, las células pueden sobrevivir a la
formacion de hielo dentro de ellas (Lallana,1997).

Otro factor que determina el potencial de recuperacién de la planta tras la helada es su
estado sanitario previo a la exposicion. Si las plantas estaban bajo estrés por dafios de
herbicidas, exceso de humedad en el suelo o por alguna enfermedad, asi como a bajas
temperaturas, las posibilidades de recuperacion son inferiores. De igual forma, si las
condiciones tras la helada no son adecuadas, la recuperacion puede ser lenta. No obstante,
incluso en el caso de que el punto de crecimiento parezca sano inmediatamente después de
la helada, algunas plantas todavia pueden morir, debido a la continua exposicion de un clima
frio tras la helada, lo que puede retrasar la aparicion de los sintomas y sucumbir a losotros
factores descritos arriba (inanicion y/o enfermedades). Por lo tanto, es mejor esperar hasta
tres 0 cuatro dias después de la helada para hacer una valoracion del potencial de
recuperacion. Los dafios pueden ser muy aparentes justo después de la helada, pero a menudo

las plantas se recuperan si el punto de crecimiento no esta dafiado (Carter y Wiersma, 2000).

3.2.3. Cuantificacion del estrés por bajas temperaturas

No existe una forma universal de caracterizar el grado de estrés térmico que sufre una
planta. Sin embargo, dado que una de las principales dianas del estrés por frio son las
membranas bioldgicas, una forma de cuantificar el grado de dafio es por la medicion de la
liberacion de iones mediante conductividad eléctrica. Otra forma es a través de la estimacién
de algun indicador de dafio como la pérdida de clorofila, necrosis, o muerte de la planta
(Tambussi, 2004).
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3.2.4. Mecanismos relacionados con el estrés por frio en el género pitahaya

Hylocereus spp. es sensible a bajas temperaturas, sufriendo dafios por frio cuando la
temperatura es inferior a 4°C. Los sintomas se presentan como lesiones redondeadas que se
expanden a lo largo de los tallos. Sin embargo, suelen ser mas sensibles a las bajas
temperaturas cuando la planta se encuentra en crecimiento vegetativo o desarrollo floral.
Este dafio afecta el crecimiento y provoca la caida de las flores, lo que reduce o elimina la
produccion de ese afio si se presenta alguna helada (Barcenas, 2010). El umbral minimo que
la mayoria de los cultivares de pitahaya pueden tolerar es de 0 °C. Cuando la temperatura es
inferior a 5°C, puede provocar que la pitahaya se congele. También se pueden congelar
brotes, ramas jovenes e incluso algunas ramas maduras. Cuando la temperatura es inferior a
-2 °C y ésta se mantiene por mas de 12 h, la planta sufre lesiones graves, asi mismo, cuando
la temperatura es inferior a -4 °C, las plantas mueren (Gong et al., 2019).

Cuando la pitahaya se encuentra bajo estrés por frio, aumenta la conductividad eléctrica
relativa (REC), lo que incrementa la permeabilidad de la membrana. Por otro lado, el
contenido de malondialdehido (MDA) inhibe la actividad de las enzimas protectoras de las
células y acelera el proceso de peroxidacion de los lipidos de la membrana, por esta razon
se considera un indice fisiologico y bioguimico que indica la reduccion del contenido de
antioxidantes bajo esta condicion de estrés. Otra de las variables cuantificables es lacantidad
de prolina total (PRO), dado que las variedades con fuerte resistencia al frio tienden a
acumular mas prolina. La prolina es altamente hidréfila y puede estabilizar los procesos
metabolicos y coloidales del protoplasto en los tejidos, reduciendo el punto de congelacion
y previniendo la deshidratacion celular. Se ha demostrado que el contenido de PRO de la
pitahaya de pulpa blanca es méas alto con respecto al de pulpa roja (Gong et al., 2019).

Hasta la fecha, se conoce que algunas variantes portadoras de los genes asociados al estrés
(incluidos miR396b-GRF y HUCAT3), mejoran la tolerancia al frio, la sequia y el estrés
salino en pitahaya. Asi mismo, se demostré que el gen GmNAC20 puede regular la
tolerancia al estrés por frio mediante la activacion de la via Crepeat binding factor (CBF-

COR). La via de sefializacion ICE-CBF-COR (Figura 5) corresponde a una serie de
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mecanismos bioguimicos y fisioldgicos regulados por factores de transcripcion y proteinas
que participan en la adaptacion al frio. Los receptores de frio localizados en la membrana
plasmatica de la planta perciben el estimulo al descenso de temperatura. Al instante, se
desencadena una progresion de reacciones celulares y acciones reguladoras de numerosos
factores de transcripcion. Asi mismo, esta regulado por las respuestas hormonales de
jasmonatos (JA), etileno, brasinosteroides (BR), giberelina (GA), auxina y acido salicilico
(SA) mejoran directamente la expresion de CBF mediante la activacion de varios factores
de transcripcion (FT) los cuales controlan procesos bioquimicos vitales en la cascada durante
el descenso de la temperatura (Hwarari et al., 2022).
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Figura 5. La via de respuesta ICE-CBF-COR al estrés por frio que inicia en la
membrana plasmatica para inducir tolerancia al frio (Tomado de Hwarari et al.,
2022).

3.3. Propagacion de especies vegetales por cultivo in vitro

La propagacion in vitro es un método alternativo en condiciones de laboratorio para

prevenir los problemas fitosanitarios y para la conservacion de la integridad genética de
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especies vegetales, tomando en consideracion aquellos factores que se puedan mantener
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controlados (Gonzalez, 2020). Las técnicas de propagacion in vitro ofrecen ventajas como
la obtencion de material vegetal representativo de la variabilidad genética; siendo esta
técnica un método que permite obtener una gran cantidad de plantulas a corto tiempo y en
espacios reducidos (Montiel et al., 2016).

Para el establecimiento del cultivo de tejidos vegetales, existen cuatro etapas que
consisten en:

Etapa O- Preparacion del material vegetal. Incide directamente sobre la calidad del mismo
y su respuesta frente a los dos principales problemas que afectan al establecimiento del
cultivo, que son la contaminacion con microorganismos y la oxidacion del explante.Los
factores que influyen sobre la calidad del explante son: el tipo de érgano, la edad ontogénica
y fisioldgica, la estacion en la cual se colecta el material vegetal, el tamafio y elestado
sanitario general de la planta donante (Olmos et al., 2015). En esta etapa se eligen plantas
que estén sanas, vigorosas y libres de deficiencias o enfermedades por hongos o virus, para
poder obtener inoculos de buena calidad (Varela, 2018).

Etapa | - Establecimiento de un cultivo aséptico. El objetivo de esta etapa es establecer
cultivos viables y asépticos, donde los principales procesos a controlar son la seleccién, el
aislamiento y la esterilizacion de los explantes. Los materiales que demuestran tener mayor
capacidad regenerativa son los obtenidos de tejidos meristematicos jovenes, ya sean yemas
axilares o adventicias, embriones o semillas, tejidos meristematicos que determinan el
crecimiento en grosor, como el cambium en las plantas lefiosas. La desinfeccion superficial
incluye varios pasos: el lavado de los explantes con agua corriente, el empleo de etanol al
70% por 1 minuto, seguido de concentraciones variables de hipoclorito de sodio (0.5 a 1.5%
de cloro activo) con unas gotas de tensoactivos para favorecer su penetracion y actividad.
Posteriormente, los explantes deben ser enjuagados al menos tres veces con aguadestilada
estéril (Olmos et al., 2015). Para la esterilizacion del instrumental y medios de cultivo, se
usa una autoclave operada con vapor de baja presion, a temperatura de 121°C (250°F)
durante 15 minutos (Varela, 2018).

Etapa Il - Multiplicacion. En esta etapa, el proposito es obtener el mayor nimero deseado
de plantas, para esto, la aplicacion de balances hormonales en medios de cultivo estimulara
la formacion de nuevas estructuras que originen plantas nuevas, proceso conocido como

organogeénesis (Olmos et al., 2015).
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Etapa 11l - Enraizamiento. Las plantulas y brotes obtenidos en la etapa Il son pequefias,
carentes de raices y no son capaces de soportar el crecimiento por si solas, por lo que es
necesario que los brotes crezcan en tamafio antes de inducir la formacion de la raiz, en
especial usando auxinas. Los brotes a ocupar deben estar en buenas condiciones, sin
presentar vitrificacion alguna, ya que interfiere con el proceso de formacion de raices
(Varela, 2018).

En la mayoria de los medios de cultivo se recomienda elevar la concentracion de sacarosa
para lograr un crecimiento vigoroso de las raices, esto ayudara en la sobrevivencia de las
plantas al ser sembradas en la fase de aclimatacion, ya que se adaptan mejor para soportar el
estrés hidrico motivado por las condiciones de mayor presiénosmotica donde se desarrollan,

unido a una mejor constitucion morfoldgica de la planta (Jiménez, 1998).

3.3.1 Cultivo in vitro de Hylocereus undatus

En el cultivo in vitro de pitahaya se pueden utilizar diferentes tipos de explantes, el trabajo
realizado por Pérez (2011) demostro que, en el caso de cactaceas, las semillas son una buena
fuente de explante, ya que estas son mejor alternativa que las aréolas para obtener tejidos en
condiciones asépticas, evitar el dafio en el tejido y obtener mas de una sola planta. A partir
de los tallos de 1 a 2 cm, se puede estimular la proliferacion de brotes adventicios, con la
finalidad de obtener una organogénesis directa. Asi mismo, la multiplicacion de pitahaya
también se puede llevar a cabo a partir de segmentos decladodios apicales, centrales y
basales, areolas, entre otros (Zeledon y Arauz, 2020; Drewy Asimi, 2022), o a partir de
organogeénesis indirecta con explantes como cotiledones, hipocotilos, epicotileos y raices
(Infante, 1992; Pelah et al., 2002). Sin embargo, la organogénesis in vitro depende de la
aplicacion exdgena de hormonas como auxinas, citoquininas o Kinetinas a diferentes
concentraciones o de la combinacion de estas, y de la habilidad del tejido para responder a
los estimulos hormonales. Cuando se utiliza una alta proporcion de auxina-citoquinina en el
medio, normalmente induce la formacion de raices, mientras que una baja proporcion
promueve la formacion de brotes (Lopez, 2010). A partirde dos meses la supervivencia

promedio de las plantas transferidas a sustrato es del 90 al
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98% (Pelah, 2002; Montiel, 2016) y después de 6 meses pueden ser trasplantadas a campo,
lo que implica la mitad del tiempo que tardaria en crecer de manera tradicional (Feria et
al., 2012).

3.3.2 Organogénesis

La organogénesis es una de las vias morfogenéticas en la cual se diferencian meristemos
a partir de las células o tejidos cultivados. Cuando se produce un meristemo apical su
desarrollo da lugar a una planta. La regeneracion es directa cuando los tallos o embriones
se producen directamente a partir de los tejidos de partida, y es indirecta cuando la
regeneracion de tallos o embriones se produce tras un crecimiento desorganizado del tejido
que denominamos callo (Gisbert, 2010). El tipo de via organogénica dependeréa del tipo de
Organo vegetal que se quiera obtener. Segun el tipo de explante, la formacion de brotes puede
iniciarse a partir de yemas apicales y axilares (meristemas preexistentes), a partir de
meristemos adventicios que se originan en brotes, hojas, escamas de bulbos, tallos florales
o cotiledones (organogénesis directa), o a partir de callos que se desarrollan en las superficies
cortadas de los explantes (organogénesis indirecta) (lliev et al., 2010).

3.3.3. Hormonas vegetales

Una hormona vegetal o fitohormona es un compuesto producido internamente por una
planta, ejerce su funcién en muy bajas concentraciones y cuyo principal efecto se produce
a nivel celular, cambiando los patrones de crecimiento de los vegetales y permitiendo su
control. Los reguladores de crecimiento pueden ser clasificados segin su estructura
molecular, su actividad a nivel vegetal, sus efectos inhibitorios o estimulantes, entre otras
clasificaciones (Steven et al., 2019).

Las auxinas, el acido abscisico, las citoquininas, el etileno y las giberelinas se reconocen
comunmente como las cinco clases principales de hormonas vegetales naturales.Las auxinas,
citoguininas y las interacciones auxina-citoquinina generalmente se consideran las mas
importantes para regular el crecimiento y el desarrollo organizado en cultivos de tejidos y
Organos vegetales (Gaspar et al., 1996).
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Auxinas: Son un tipo de fitohormonas especializadas en diferentes procesos a nivel
vegetal. Los principales puntos de accion se encuentran a nivel celular, donde tienen la
capacidad de dirigir e intervenir en los procesos de division, elongacion y diferenciacion
celular. Dentro de las auxinas mas conocidas a nivel vegetal se encuentra el &cido 3-indol-
acetico (AlA) que es la principal auxina producida de manera natural, aunque también se
conocen otro tipo de auxinas que son producidas de manera sintética como el acido indol-
butirico (IBA), el acido 2,4-dicloro-fenoxiacetico (2,4-D) y el acido a-naftale-n-acético
(NAA) (Steven et al., 2019).

Citoquininas: Esta hormona vegetal controla todos los aspectos del crecimiento y
desarrollo de las plantas, incluida la funcion de los meristemos, el desarrollo vascular, las
respuestas al estrés y la senescencia.

Las citoquininas son necesarias para la division celular en los tejidos meristematicos,
mientras que las auxinas promueven la formacion, el crecimiento y la diferenciacion de
drganos. Las citoquininas y las auxinas a menudo trabajan juntas en multiples 6rganos,
tejidos y ceélulas. Aunque originalmente se consider6 que estas dos hormonas eran
antagonistas, estudios recientes también han revelado sus interacciones sinérgicas (Lee et
al., 2019).

3.3.4 Hormonas utilizadas en Hylocereus sp.

En el estudio de micropropagacion de pitahaya amarilla (Hylocereus undatus) realizado
por Zeleddn y Arauz (2020) muestran como diferentes combinaciones de la citoquinina 6-
BAP y la auxina AlA resultan en diferencias significativas en cuanto a la longitud (1.48 cm)
y niimero de cladodios (en promedio 9.35) con la concentracion de 1 mg/L * de 6- BAP con
1 mg/L  de AIA. Un resultado semejante presentd Ruiz (2019) mediante la siembra de
diferentes segmentos de cladodios a dos concentraciones de BAP y cuatro de sacarosa, donde
la combinacion de 1 mg/L BAP y 30 g/L de sacarosa permitié obtener mayor nimero de
brotes y raices en Hylocereus sp.

Zambrano et al. (2015), realizo una evaluacion de reguladores de crecimiento en la
propagacion in vitro de Hylocereus megalanthus donde seleccionaron segmentos nodales de

aproximadamente 1 cm que presentaban un brote. La siembra se realiz6 en medio (MS)
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complementado con diferentes concentraciones y combinaciones de las citoquininas 6- BAP
y Kinetina (Kin), junto con la auxina AlA. EI mejor tratamiento para obtener mayor nimero
de brotes fue el de 1 mg/L de BAP con una media de 5.30 brotes, en cuanto a la elongacion
de los tallos, el tratamiento que mostré6 mejores resultados fue el de 0.5 mg/L de BAP, el

cual present6 una media de 20.88 mm.
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IV. JUSTIFICACION

Debido a su amplia adaptacion a sitios aridos y semiaridos, Hylocereus undatus es una
cactacea con potencial econdémico, alimenticio y de conservacion para México. Sin embargo,
su cultivo presenta problemaéticas fisioldgicas y fitosanitarias que afectan su lento
crecimiento; sumado a esto, la baja temperatura es el principal factor de estrés ambiental que
limita el desarrollo de la siembra de pitahaya, incluso en regiones subtropicales, por lo que
los cultivos de pitahaya pueden verse afectados debido a temperaturas por debajo de 5°C.

Por tal motivo, es necesario implementar protocolos de cultivo in vitro que permitan
facilitar la propagacion de especies de pitahaya con una mejor calidad y resistentes a plagas
o enfermedades; asi como abundar en el conocimiento sobre su respuesta de adaptacion
frente al estrés abidtico producido por frio, una de las principales causas de pérdida en los
cultivos que traen consecuencias econémicas y de limitacion en la distribucién de la especie.

Actualmente, para esta especie existe un nimero limitado de trabajos de investigacion
sobre protocolos para la multiplicacion in vitro y estudios de los mecanismos fisiolégicos en
respuesta a su adaptacién al frio. Por ello, es importante ampliar la informacién sobre la
aplicacion de métodos biotecnolégicos para la propagacion e identificacion de los
mecanismos celulares que permiten la tolerancia al frio en Hylocereus undatus. Esto
permitird obtener variedades con caracteristicas favorables a diferentes condiciones
climaticas y edéaficas, con nuevas perspectivas ambientales que podrian dar pie para lograr

extender las zonas de cultivo e incrementar su produccién en México.

22



V. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar la respuesta morfoldgica-celular de pitahaya (Hylocereus undatus) en respuesta
al estrés por frio en plantas obtenidas mediante técnicas de cultivo in vitro, para contribuir

al estudio de los mecanismos de respuesta y tolerancia a bajas temperaturas.
5.2 Especificos:

e Evaluar la viabilidad de un lote de semillas de Hylocereus undatus mediante la
prueba de tetrazolio para verificar la calidad de la fuente de explante.

e Comparar el porcentaje de germinacién en semillas de pitahaya mediante métodos
de propagacion ex situ e in situ para establecer las condiciones de almécigo.

e Establecer un método de desinfeccion de semillas mediante el contraste de
diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio y tiempos de exposicion para
garantizar la asepsia de los cultivos in vitro de pitahaya.

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de AIA y de BAP para el
desarrollo organogénico directo de los tejidos.

e Evaluar la respuesta al estrés por frio mediante el calculo de las diferencias del
tamano celular en brotes de pitahaya ante diferentes condiciones de temperatura
y tiempo de exposicidn, con el fin de establecer un método sencillo para evaluar

este tipo de estrés.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién de semillas

Las semillas se obtuvieron de un distribuidor de semillas (Huerto Aspic) ubicado en la
Ciudad de México, se almacenaron en refrigeracion a 10° C hasta su uso.

6.2 Prueba de viabilidad

Las semillas se sumergieron en agua a 20°C durante 24 hrs., posteriormente se secaron
y se separaron en 4 lotes de 25 semillas cada uno. A cada semilla se les realiz6 una incision
transversal con una aguja de diseccidn y se colocaron en una solucién de tetrazolio al 0.1%
por 24 hrs a 30°C (ISTA, 2016); posteriormente, se lavaron con abundante agua destilada y
se retird la testa. Se evaluo la viabilidad del embrién con la ayuda de un microscopio
estereoscopico basados en los siguientes parametros (Bautista, 2012): semillas vivas, cuando
el embrion se tifie completamente de rojo; y semillas muertas, cuando el embriénno
presenta coloracion (el embridn no se tifie de rojo, pero se tifien otras partes).

El porcentaje de semillas viables se calculé con la siguiente férmula:

Semillas viables (%) = (NUmero de semillas viables/ NUmero de semillas) x100
6.3 Pruebas de germinacion ex vitro

Se evalu6 la germinacion ex vitro del lote de semillas de pitahaya con base al método
establecido por ISTA (2016). Se utilizaron cuatro lotes de 25 semillas las cuales se colocaron
sobre cajas Petri con algodon humedecido con agua destilada, posteriormente lassemillas se
organizaron en hileras dejando un espacio de 2-3 cm. Finalmente, las semillas se colocaron
en incubacion a 30 °C por un periodo de 35 dias, al concluir este periodo, se registro el
porcentaje de germinacion (nimero de semillas germinadas de cada lote) con la siguiente
formula:

Semillas germinadas (%) = (Numero de semillas germinadas/ Numero de semillas)
%100
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6.4 Método de desinfeccion de semillas para la propagacion in vitro

Para la prueba de germinacion en cultivo in vitro, primero se evaluaron cuatro
tratamientos de desinfeccion de acuerdo con lo propuesto por Feria et al. (2012) y Montiel
et al. (2016) para el género Hylocereus. Se colocaron 20 semillas en sobres de papel filtro
asegurados con grapas, posteriormente se lavaron en 50 ml de agua destilada mas tres gotas
de detergente liquido; dentro de la campana de flujo laminar se tomd el sobre y se coloco en
un vaso de precipitado con 50 ml de alcohol etilico al 15% durante un minuto enagitacion
constante. Posteriormente, las semillas se sometieron a diferentes concentraciones de
NaOCI y tiempos de exposicion (0.5 y 1%, en 5 y 10 minutos, mas un control) a cada
tratamiento se agregd 3 gotas de Tween 80. Posterior al tiempo de exposicion y dentro de la
campana de flujo laminar, las semillas se colocaron en 50 ml de una solucion estéril de
microdyn por 15 minutos en agitacion constante. Finalmente se realizaron 3 enjuagues de 1
minuto cada uno con agua destilada estéril. Como control se utilizaron semillas que no
fueron sometidas al agente desinfectante. Se sembraron cuatro semillas por frasco, cada
frasco correspondia a una unidad experimental, cada tratamiento tuvo cinco repeticiones.
Los frascos contenian medio MS al 50% de sales. Para evaluar el tratamiento de desinfeccion
con mayor efectividad, el registro del porcentaje de germinacion y contaminacion se realizé

a los siete dias después la siembra.

Después de haber evaluado el método de desinfeccion, se repitié el procedimiento para
evaluar la germinacion del lote de semillas, el registro de la germinacién se realiz6 posterior
a los 35 dias de la siembra. El calculé del porcentaje de germinacion se registré mediante la

siguiente férmula:

Semillas germinadas (%) = (Numero de semillas germinadas/ Numero de semillas)
%100

El rompimiento de la testa se tomd como criterio para determinar si una semilla germind,
asi mismo, la presencia de un sistema radicular desarrollado, raiz primaria yraices
seminales, hipocotilo con buen desarrollo sin dafios en el tejido, plimula con buen

crecimiento y desarrollo de cotiledones.
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De las plantulas germinadas en ambas condiciones, se seleccionaron aquellas que
alcanzaron un tamafio mayor a 1 cm, estas se utilizaron para las pruebas con tratamientos
hormonales e induccion del crecimiento. En el caso de las plantulas germinadas ex vitro,
estas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5% durante 15 minutos,
posteriormente se sembraron en frascos con medio MS 100% con carbén activado a una

temperatura de 28+1°C con la finalidad de adaptarlas a las condiciones in vitro.
6.5 Preparacion del medio de cultivo para la propagacion in vitro

Para las diferentes pruebas in vitro se utilizé medio de cultivo Murashige y Skoog (MS)
al 50% de sus sales, adicionado con 30 g/L de sacarosay 1 g/L de carbén activado, se ajustd
el pH a5.7-5.8 y se solidifico con 8 g/L de agar, posteriormente se vertieron 25 ml de medio
en cada frasco y se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos.

6.6 Subcultivo de plantulas en medio MS con fitorreguladores

Se seleccionaron plantulas con un tamafio entre 1 a 3 cm. Dentro de la campana de flujo
laminar se separaron las hojas primarias y raiz del resto de la estructura vegetativa con un
bisturi estéril. Posteriormente se realiz6 la siembra en medio MS 50% adicionado con los
fitorreguladores. Los tratamientos evaluados fueron: Tratamiento 1 (BAP 0.5 mg/L - AIA
0.3 mg/L), Tratamiento 2 (BAP 0.5 mg/L - AIA 0.5 mg/L), Tratamiento 3 (BAP 1 mg/L -
AIA 0.3 mg/L), Tratamiento 4 (BAP 1 mg/L - AIA 0.5 mg/L), mas un control sin reguladores
de crecimiento. La incubacion se realiz6 en un periodo de 28 dias en un area climatizada con
una temperatura de 27 + 1°C y un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad (16/8). Se registrd

semanalmente el incremento en altura (mm), numero de brotes y namero de raices.
6.7 Etapa de aclimatacion

Después de 4 semanas en la cdmara de incubacion las plantulas se trasplantaron en
charolas con tierra de humus y fueron llevadas al invernadero. Se mantuvieron tapadas
para evitar la pérdida de humedad, a las 2 semanas se les retiro la tapa. Se regaron 1 vez por
semana. Posteriormente se realizaron 4 aplicaciones con giberelinas en wuna

concentracion de 50 mg/L, cada 15 dias.
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6.8 Induccion de estrés por frio en plantulas

Se seleccionaron 27 plantulas sobrevivientes de la etapa de aclimatacion, se dividieron en
categorias respecto a su tamafio en pequefias (4-6 cm), medianas (7-11 cm) y grandes (12-
17 cm), posteriormente se formaron tres grupos con tres ejemplares de cada categoria para
tener en total 9 plantas por condicidn de temperatura. Estas se colocaron a temperaturas de

7°C, 10°C y temperatura ambiente durante 12, 24 y 48 horas.

6.9 Preparacion de muestras celulares

Posterior al tiempo de exposicion al frio, se cortd un brote de cada plantula, de este se
obtuvieron cuatro cortes transversales los cuales se colocaron sobre portaobjetos, doscortes
se colocaron en agua destilada durante 5 minutos, y otros dos fueron sometidos a solucién
hipertonica (hidroxido de sodio 5 M) durante 5 minutos, con la finalidad de conocer si existia
entrada o salida de solutos debido a la perturbacion del equilibrio idnico. Posteriormente
ambos tratamientos fueron fijados con acido acético: alcohol etilico en proporcién 1:3
durante 5 minutos, se extendieron sobre un portaobjetos y se aplicd colorante azul de
metileno durante 5 minutos, las cuales se fijaron con calor, se coloc6 un cubreobjetos y se
quito el excedente con etanol al 70%. Las preparaciones se observaron almicroscopio optico

en un enfoque de 40x.
6.10 Evaluacion de las membranas

Se midieron 25 células por preparacion con la ayuda de un micrémetro para dar un total
de 100 células por muestras (50 células de agua destilada y 50 en solucion hipertonica). Para
calcular el area de la célula se multiplicé el valor del largo por el ancho cada célula. Después,
se obtuvo la diferencia de las areas entre las condiciones de preparacion de las muestras
(agua destilada y solucion hipertonica) para conocer la reduccién celular, finalmente se

obtuvo el promedio y la desviacién estandar para cada tratamiento.
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6.11 Andlisis estadisticos

Germinacion: Para determinar si existian diferencias significativas entre las dos
condiciones de propagacion (ex vitro e in vitro), se realizd un remuestreo bootstrapp con
1000 pasos al interior de cada tratamiento, el promedio y desviacion estandar resultante para
cada condicion fue comparado con una prueba de t-Student.

Tratamientos hormonales: Para determinar que tratamiento hormonal permite un mayor
crecimiento de los explantes en cm, se realizaron remuestreos Bootstrap de 100 pasos con
los datos de crecimiento por tratamiento de forma semanal (4 semanas); por iteracion se
calculo la tasa de crecimiento con su respectivo intervalo de confianza. Si los valores entre
rangos son excluyentes, entonces, los tratamientos resultan distintos. Finalmente, para
determinar diferencias en cuanto al crecimiento de brotes y raices por semana, se realizéun
PERMANOVA de una via con distancias de Jaccard entre tratamientos, considerando a las
semanas como réplicas.

Estrés en frio: Se realiz6 un ANOVA factorial para determinar si existian diferencias
significativas entre los tratamientos, se tomé a la temperatura y el tiempo de exposicion
como factores. Finalmente, se utilizé una prueba de Tukey para determinar cuél de los

tratamientos explica las diferencias registradas.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Viabilidad y pruebas de germinacion

Se registro la viabilidad de 96 semillas de H. undatus. Una vez obtenido el numero de
embriones tefiidos de rojo (Figura 6), se saco el porcentaje por repeticion y se obtuvo el

promedio de las cuatro repeticiones, obteniendo un 68.95% de viabilidad (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de viabilidad en un lote de semillas de Hylocereus undatus.

Repeticion 1 Repeticién 2 Repeticién 3 Repeticion 4
Total, de 24 24 24 24
semillas
# Semillas 20 18 18 11
viables
% Semillas 80% 75% 75% 45.8%
viables
Promedio de viabilidad 68.95%

D.

Figura 6. Viabilidad de semillas. La figura A. muestra un embrion completamente
coloreado bajo los criterios de viabilidad, las figuras B, C y D muestran los embriones que
no fueron considerados viables (no tefiidos, parcialmente tefiidos y coloraciones tenues).

7.2 Germinacion ex vitro

Con respecto a la germinacion ex vitro, posterior a un periodo de cinco semanas desde
el inicio del cultivo, se obtuvo un porcentaje del 60% (Figura 7 y 8), el inicio de la

germinacion se presentd a partir de la segunda semana con un 9% (Tabla 2).
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Tabla 2. Resultados de la germinacion semanal ex vitro en semillas de pitahaya.

SEMANA PORCENTAJE DE
GERMINACION
1 0%
2 9%
3 15%
4 56%
5 60%
Promedio de 60%
germinacion

u ] ‘)m
Figura 7. Germinacion de semillas a partir de la cuarta semana de cultivo en camas de
algodon.

Figu_ra 8. Semillas parcia ente germinadas y no germinadas (
el porcentaje de germinacion).

no se consideraron para

7.3 Técnica de desinfeccion in vitro

El protocolo utilizado en este trabajo fue parcialmente efectivo para el establecimiento y
germinacion de las semillas in vitro. La presencia de contaminacion bacteriana fue

persistente desde la primera semana con una evidente disminucién de la germinacion
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(Figura9), aunque se observo que, una vez establecida la plantula, éstas no se veian afectadas
en su crecimiento dentro del cultivo.

A mayor concentracion de NaOCI y tiempo de exposicion al agente desinfectante, se
puede reducir la contaminacion por bacterias hasta un 30% (Tabla 3), sin embargo, esto
afecta la germinacion de las semillas; en cambio, a menor concentracion y tiempo de
exposicion (0.5%, 5 minutos), la contaminacion aumenta el doble (60%). No se logré

eliminar al agente patdgeno en los cultivos in vitro.

Figura 9. Germinacion in vitro, se aprecia la contaminacion observada desde la primera
semana.

Tabla 3. Resultados de contaminacion a distintas concentraciones de NaOCI y tiempos

de exposicion.

Semanas Tratamientos de desinfeccion
Control 0.5% 0.5% 1% 1%
5 min 10 min 5 min 10 min
1 semana 5 0 4 4 3
2 semana 0 0 2 2 0
3 semana 0 1 0 0 1
4 semana 3 8 4 2 2
5 semana 0 3 0 0 0
Porcentaje 40% 60% 50% 40% 30%

7.4 Germinacion in vitro

En lo que respecta a la germinacion in vitro, se obtuvo el 28.7 + 13.4 % de germinacion
al término de cinco semanas. Asi mismo, esta germinacién se registrd en cada tratamiento

de las pruebas de desinfeccién, donde podemos observar que la concentracion de NaOCI al
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0.5y 1% por 5 minutos nos permite obtener mayor germinacion (20%) comparado con los

otros tratamientos (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del porcentaje de germinacion in vitro en un periodo de cinco

semanas.

Semana No. de semillas germinadas en los tratamientos de desinfeccién

Control 0.5% 0.5% 1% 1%
5min 10 min 5min 10 min

1 1 3 1 2 2

2 5 0 0 0 1

3 2 1 0 2 0

4 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0

Total 8 4 1 4 3
Porcentaje 40% 20% 5% 20% 15%

La prueba de contraste de medias (T-Student) evidencié diferencias significativas entre
los promedios de los porcentajes de germinacion (t= 10.09, 7, p= 2.01%) para ambas
condiciones (ex vitro e in vitro). Esto nos permite entender el efecto del almacenamiento de
las semillas y su influencia en el proceso de germinacién, dado que las semillasgerminadas

ex vitro fueron sembradas antes que las semillas in vitro.
7.5 Tratamientos hormonales

Con respecto a la tasa de crecimiento, se determind que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos con respecto al control, sin embargo, el tratamiento 3
(BAP 1 mg/L + 0.3 mg/L AlA) mostré mayor crecimiento (1.148 cm), seguido del
tratamiento 1 (BAP 0.5 mg/L + 0.3 mg/L AlA; 1.132 cm) y el tratamiento 2 (BAP 0.5 mg/L
+ 0.5 mg/L AIA 1.106 cm) (Figura 10), el tratamiento 4 tuvo valores menores al control
(Figura 11).
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BAP 0.5 mg/L BAP 0.5 mg/L BAP 1 mg/L BAP 1 mg/L Control

AlA 0.3 mg/L AlA 0.5 mg/L AIA0.3mg/L  AIA 0.5 mg/L
Figura 10. Tratamientos hormonales para inducir organogénesis en plantulas de
pitahaya.
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S1 52 53 54 S1 52 S3 5S4 51 S2 53 54 51 52 S3 54 51 52 S3 54

CONTROL T1 T2 T3 T4

OALTURA  EBROTES RAICES

Figura 11. Registro semanal del promedio en altura, brotes y raices de los cuatro

tratamientos hormonales y el control.

En lo que respecta al crecimiento de las plantulas, podemos observar que el tratamiento
4, T4: BAP 1 mg/L - AIA 0.5 mg/L permitié un crecimiento apical de 0.62 cm (Tabla 5)
(Figura 11, color verde) y un mayor crecimiento de brotes (Tabla 6), (Figura 11, color azul);
en cambio, para raices el mejor tratamiento fue el tratamiento 2, T2: BAP 0.5 mg/L
— AIA 0.5 mg/L mostrando mayor crecimiento a la cuarta semana (Tabla 6), (Figura 11,
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color amarillo), un resultado similar se observo en el niUmero de brotes, que fue mayor a la

cuarta semana con el tratamiento T4. Para el caso del control, podemos ver que el

crecimiento es menor, con aparicion de raices a la cuarta semanay sin la aparicion de brotes.

Tabla 5. Crecimiento apical de pitahaya obtenidos por cultivo in vitro después de cuatro

Semanas.

Tratamientos Altura inicial (cm) Altura final Promedio y DE
(cm) de la diferencia
entre altura
inicial-final (cm)
CONTROL 1.6 2.14 0.54+0.21
BAP 0.5 mg/L-AlA 1.88 2.4 0.52+0.40
0.3 mg/L
BAP 0.5 mg/L -AlA 2.4 2.9 0.46+0.31
0.5 mg/L
BAP 1 mg/L -AlA 2.1 2.86 0.54+0.32
0.3 mg/L
BAP 1 mg/L -AlA 2.86 3.48 0.62+0.33
0.5 mg/L

Para el caso de brotes y raices, no hubo diferencias significativas entre tratamientos, el

promedio por tratamiento se presenta en la tabla 6. El tratamiento 4 y 2 tuvieron mayor

namero de brotes y raices, respectivamente.

Tabla 6. Nimero de brotes y raices por tratamientos a diferentes concentraciones de

reguladores.

Tratamiento Concentraciones de Numero de brotes Numero de raices
reguladores
1 BAP 0.5 mg/L + AlA 0.3 mg/L 0.6 + 0.55° 0.6 + 0.552
2 BAP 0.5 mg/L + AIA 0.5 mg/L 0.6 + 0.892 1+0.0%
3 BAP 1 mg/L + AIA 0.3 mg/L 0.4 + 0.552 0.8 + 0.45
4 BAP 1 mg/L + AIA 0.5 mg/L 1+1.732 0.8 +0.45?
Control Sin reguladores 02 0.4 +0.55*
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7.6 Evaluacién celular

Se registro el promedio del &rea celular provenientes de brotes expuestos a diferentes
temperaturas durante 12, 24 y 36 horas (Tabla 7).

Tabla 7. Promedios y DE de las areas en um de células sometidas al frio en diferentes

tiempos de exposicion tanto en agua destilada (N) como en solucién hiperténica (H).

12 hrs 24 hrs 36 hrs

Temp. N H N H N H

TA 7.36 +2.89 24+131 6.58 +4.12 254 +1.32 7.99 +5.07 234+111

10°C | 6.72+3.05 3.01+1.41 7+2.69 4.16 + 3.07 6.54+3.71 2.6+1.39

7°C 6.08 +2.29 3.75+£1.66 7.43 + 2.65 2.78+1.22 9.94 +4.90 3.22+2.22

N: tratamiento agua destilada y H: tratamiento en solucién hipertonica

Como podemos observar en la tabla 7, a temperatura ambiente (TA), el tratamiento N
(agua destilada) mostré un incremento del volumen celular hasta de 7.99 £ 5.07 um en un
tiempo de 36 hrs, en cambio, el tratamiento H (solucion hipertonica) disminuy0 su area hasta
2.34 £ 1.11 pm en el mismo periodo de tiempo. Por otro lado, a temperatura de 10°C,el
tratamiento N mantuvo un incremento entre 6.54 a 7 um en un periodo de 12-36 hrs, y para
el tratamiento H existid una reduccion, principalmente a las 36 hrs (2.6 + 1.39 um).
Finalmente, a 7°C se puede observar que hubo un incremento en el area de la célula hasta de
9.94 + 4.90 um en el tratamiento N a 36 hrs, asi mismo se observo incremento en el

tratamiento H a esta temperatura en un menor tempo de exposicion (12 hrs).

Tabla 8. Comparacion entre medias del &rea celular, resultado de la diferencia entre N y H.

Temperatura Diferencia en la reduccién en um*
TA 12 hrs. 4.96
TA 24 hrs. 3.28«
TA 36 hrs. 5.64 ¢
10° 12 hrs. 3.69¢
10° 24 hrs. 2.83°
10° 36 hrs. 3.93«
7°12 hrs. 2.32°
7° 24 hrs. 4,654
7° 36 hrs 6.72 2

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Podemos observar en la Tabla 8 que, a temperatura ambiente, no existen diferencias
significativas en la reduccion del volumen entre las celulas sometidas al tratamiento con
agua destilada y solucién hiperténica durante los tres tiempos de exposicion. Para el caso
de los tratamientos a bajas temperaturas, se observa que a las 12 hrs para 10°C (Figura 12),
el diametro celular se redujo 3.69 micras, y a 7°C a las 24 hrs, el diametro se redujo 2.32
micras, lo que nos indica que disminuyd la permeabilidad de la membrana, dado que
existi6 una menor entrada y salida de liquidos. Transcurridas 24 hrs (Figura 12) a
temperatura 10°C, podemos observar que la reduccion en el diametro celular también estuvo
por debajo del control con un promedio de 2.83 um; y para 7°C a las 24 hrs, el diametro se
redujo 4.65 um en promedio, lo que se acerca al control. Finalmente, después de 36 hrs
podemos observar que para 10°C hubo una diferencia de 3.93 um y nuevamente se acercd
al valor promedio del control, sin embargo, para 7°C el promedio dela reduccion del
diametro celular fue mayor 6.72 pm.

A partir de esta informacién se puede observar que a mayor tiempo de exposicion existe
mayor diferencia entre las areas, sin embargo, existen puntos intermedios donde el cambio
de tamafio celular es minimo, como es el caso de 10° 24 horas y 7° 12 horas, por lo que, son
significativamente diferentes del resto, pero similares entre si (Tabla 8), y que la temperatura
de 7° durante 36 hrs demostrd ser critica para las células, debido a queincremento en

mayor medida el area de las células ocasionando dafios irreversibles.

TA T110°C T27°C

o/

Figura 12. Células vistas al microscopio enfoque 40x, (A), (B) y (C) son células en

tratamiento con agua destilada durante 12 horas a temperatura ambiente (TA), 10°Cy 7°C.

36



Figura 13. Células vistas al microscopio enfoque 40x (Al), (B1) y (C1) son células
sometidas a medio hipertonico durante 12 horas a TA, 10°Cy 7°C.

TA T110°C T2'7°€C

p—— Le
Figura 14. Células vistas al microscopio enfoque 40x, (A), (B) y (C) son células sometidas

a tratamiento con agua destilada durante 24 horas a TA, 10°Cy 7°C.

TA T110°C T2:7°€

Figura 15. Célulasr vistas al microscopio enfoque 40x, (Al), (B1) y (C1) son células en
tratamiento con solucion hipertonica durante 24 horas a TA, 10°Cy 7°C.
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Figura 16. Células vistas al microscopio enfoque 40x, (A), (B) y (C) son células en
tratamiento con agua destilada durante 36 horas a (TA), 10°C y 7°C. Se observa que las
células tanto en medio con agua destilada y medio hiperténico con mas grandes.

Figura 17. Células vistas al microscopio enfoque 40x, (Al), (B1) y (C1) son células
sometidas a medio hipertonico durante 36 horas a (TA), 10°C y 7°C. Las células tanto en
medio con agua destilada como hipertonico muestran células mas grandes.

En la Figura 18 se puede observar que el tratamiento de 7°C a 12 hrs y 10°C durante 24
hrs difieren significativamente del resto de los tratamientos por lo que se deduce que el area

de las células muestra una menor reduccion en tamafio a la temperatura en tales temperaturas.
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Diferencias en micras (Normal-Hipertonico)

—<-7°C
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<4-TA
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12 24 36
Tiempo (Hrs)

Figura 18. Diferencias en el tamafio de las células antes y después de ser sometidas a
un medio hipertdnico en distintas temperaturas y tiempos.

39




VIIl. DISCUSION

Se obtuvo un porcentaje de viabilidad del 68.98% a partir de la exposicion de las semillas
de H. undatus a una solucion de tetrazolio al 0.1% durante 18 hrs. a una temperatura de
30°C. Este resultado es similar al obtenido por Gonzalez (2013) quién registré valores entre
68% - 75%, indicando que los porcentajes mas bajos estaban asociados con mayor tiempo
de almacenamiento de las semillas. Asi mismo, otros autores relacionan la viabilidad de las
semillas con sus caracteristicas morfoldgicas (Cisneros et al., 2020), y al corto tiempo de
almacenamiento posterior al tiempo de cosecha (Dahanayake y Ranawake, 2012), lo cual
garantiza obtener valores superiores de viabilidada los presentados en este trabajo.

La prueba de germinacion mostrd un porcentaje del 60% transcurridos 35 dias a una
temperatura de 30°C, iniciando en la segunda semana con un promedio del 9% y con el
mayor porcentaje en la quinta semana. Este resultado es bajo en comparacion con Mallap
et al. (2022), donde obtuvieron un porcentaje del 98% a los 30 dias, esto relacionado con el
uso semillas frescas con alta viabilidad. En otro estudio realizado por Suarez (2011), también
se registraron valores superiores al 70%, con una germinacion minima del 21.7 % en
ausencia de luz, esta diferencia esta relacionada con el tiempo de extraccion de la semilla
del fruto, ya que aquellas extraidas inmediatamente presentaban mayor germinacion
(75.7%), ademas, la germinacion disminuye un 7.2% para el lote almacenado durante 30
dias, por tanto, los valores bajos de germinacion pueden estar asociados al tiempo de
extraccion y almacenaje de la semilla. Con respecto a Gonzélez (2013), la germinacion de
las semillas envejecidas es menor que la observada en semillas jovenes o recién obtenidas,
esto indica que las semillas son ortodoxas. Diferentes autores (Gonzalez, 2013; Montesinos
et al., 2015; Montiel et al., 2016) indican que la germinacion de la especie Hylocereus
undatus inicia en el dia dos y termina en el dia nueve, presentando el mayor nimero de
semillas germinadas entre el dia cuatro y cinco a partir de la siembra, lo cual no se aprecio
en este trabajo.

La germinacion in vitro tuvo un promedio del 28.7 = 13.4 %, dando inicio en la primera
semana y con el mayor porcentaje en la cuarta, sin embargo, se observd contaminacion
bacteriana desde la primera semana con una evidente disminucion de la germinacion. Las

bacterias son uno de los contaminantes in vitro mas comunes y ocasionan Serios
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problemas, porque pueden ser sistematicos, asi como dificiles de detectar y eliminar. Estos
microorganismos escapan a los efectos de los esterilizantes superficiales y pueden ser inter
o intracelulares (Herndndez y Gonzalez, 2010). Por lo que, existio una estrecha relacion entre
la contaminacion con la disminucion de la germinacion, puesto que algunos autores han
descrito tasas de contaminacién microbiana del 6% con un porcentaje de germinacion del
70% (Montiel, 2016).

Otro factor que también reduce la germinacion in vitro es el tiempo de exposicion a los
agentes desinfectantes. Muchas de estas técnicas de desinfeccion tienden a afectar en forma
adversa a las semillas, lo que deteriora su vigor y calidad (Mizuho, 2008). La obtencion de
un cultivo aséptico es fundamental para la propagacion exitosa de una especiey se logra a
partir de diferentes técnicas de desinfeccion evitando la contaminacién microbiana del
explante, sin embargo, algunos tejidos presentan mayor problema ya que contienen
microorganismos dentro del tejido y en el caso de semillas, el incremento en la exposicion
y concentracion a agentes desinfectantes pueden ocasionar una disminucién en el porcentaje
de germinacion (Dodds y Lorin, 1986).

El uso de sustancias quimicas es desventajoso causando probablemente fitotoxicidad en
las semillas, dependiendo de los tipos de agentes y de la dosificacion. Por ejemplo, el
hipoclorito genera gas cloro que es toxico para organismos y produce el deterioro en la
velocidad de germinacion de las semillas o perturbacién fisioldgica en las plantulas, y en el
caso de cactaceas, se ha demostrado que la concentracién del hipoclorito de sodio y el tipo
de desinfeccién disminuye la contaminacion, pero asi mismo la germinacion de las semillas.
A partir de lo anterior, se podria decir que los métodos convencionales para la desinfeccién
de las semillas involucran algunos inconvenientes y no son necesariamente satisfactorios
como medio para prevenir la aparicion de microorganismos patogenos en el cultivo in vitro.
(Rodriguez et al., 2015; Mizuho, 2008). Por lo cual algunos autoresrecomiendan utilizar
técnicas de desinfeccion menos invasivas para las semillas de pitahaya a base de calor
hdmedo (Morales, 2000).

En la evaluacion celular, el tratamiento a temperatura ambiente se utilizé como un
indicador de la permeabilidad de la membrana en condiciones normales, en este estudio se
observo que no hubo diferencias significativas en la reduccion del diametro celular para los
tres tiempos evaluados (Tabla 8). La membrana celular se caracteriza por permitir el paso

libre de agua
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y sustancias de bajo peso molecular a través de un fendmeno de osmosis y tienden a
hincharse con el incremento de agua en el medio, ocasionando que la pared celular se debilite
y/o el caso contario, si la concentracion de solutos excede la del interior, seproduce
un flujo neto hacia el exterior, lo que hace que la membrana plasmatica se aleje dela pared
celular, un proceso conocido como plasmdlisis (Murray, 2006; Pérez, 2017). En funcion de
esto, en este trabajo se logro observar tanto cambios en el volumen celular para tratamientos
con agua destilada, como una disminucion en el tamario de las células en medio hipertonico
a diferentes temperaturas y tiempos de exposicion.

Para el caso de los tratamientos sometidos a bajas temperaturas se observé que hay una
incidencia en la reduccion celular de 12 a 36 hrs de exposicion, siendo mayor a la
temperatura de 7°C durante 36 hrs (6.72 um). El estrés por frio puede causar dafios en la
membrana celular como: pérdida de la funcionalidad de las proteinas, de la turgenciay de la
energia metabolica, asi como, salida de electrolitos, que puede producir la muerte celular
(Gavilanes et al., 2020), lo cual es un efecto que podriamos estar observando a bajas
temperaturas. Se piensa que la pérdida de dobles enlaces u otros cambios en la composicién
de la membrana, asi como la peroxidacion de esta son determinantes de la disminucion de la
fluidez que altera la permeabilidad de la membrana ya que existe una correlacion entre el
transporte de la membrana y la fluidez de los lipidos (Alonso et al., 1997).

A pesar de los estudios del dafio por frio en la membrana celular ain se desconoce su
causa o naturaleza, o los eventos primarios que lo desencadenan, pero una de la teoria mas
aceptada se fundamenta en las transiciones de fase de los lipidos de membrana provocados
por la temperatura y del efecto directo en las enzimas que produce sintomas como marchitez,
clorosis y senescencia acelerada (Gavilanes et al., 2020). Sin embargo, en pitahaya se
observo que a temperaturas de 7° y 10°C durante periodos de 12 y 24 hrs existié un cambio
en el tamafio celular menos evidente, lo que posiblemente se deba a que esta planta es
tolerante al frio a través de mecanismos como la acumulacion de diversas sustancias
organicas e inorganicas, como sal inorganica, prolina, betaina, aztcares solublesy proteinas
solubles que mantienen la turgencia y el proceso metaboélico original, lo que conduce a un
aumento en la concentracion del liquido celular y una disminucion del potencial osmético
(Zhang et al., 2019).
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Otros de los hallazgos relacionados a la tolerancia al frio es el grado de insaturacion y la
longitud de las cadenas acilicas de los lipidos membranales que contribuyen a modular la
fluidez; las plantas sensibles al frio usualmente tienen una mayor proporcion de &cidos
grasos saturados y, por lo tanto, la temperatura de transicion de estado liquido-ordenado a
gel es mayor. Esto obstaculiza termodinamicamente que los lipidos adopten una
configuracién que favorezca una mayor fluidez. Por otro lado, las plantas resistentes a frio
tienen mayor abundancia de insaturaciones y una temperatura de transicion mas baja,
dando los efectos opuestos y alcanzando una mayor fluidez a una temperatura menor
(Gavilanes et al., 2020). En este caso, por el tipo de prueba realizada para este trabajo, se
observo que las células de pitahaya a bajas temperaturas durante un tiempo prolongado de
exposicion (36 hrs) presentan diferencias significativas con respecto al diametro celular,
probablemente esto ocurra por un dafio en la membrana causando la entrada abrupta de agua.
La fluidez de la membrana ha sido de los principales mecanismos estudiados como una via
de sefializacion de estrés ambiental por bajas temperaturas o frio, considerando a la
membrana plasmatica como el receptor inicial de la respuesta al estrés, lo que implicaria que
no se requiere necesariamente de un receptor proteico, sino que las alteraciones en la fluidez,
debidas a la abundancia y saturaciéon de los lipidos membranales, son las encargadas de
comenzar la sefializacion. Por lo que, la membrana plasmatica, mediante alteraciones fisicas
que repercuten en la fluidez, fungiria como termémetro biolégico y como receptor al frio
(Gavilanes et al., 2020). Considerando asi mismo que esta primera sefial origina también
cambios en el citoesqueleto, en el aumento de entrada de Ca 2 * a la célula y cambios en la
actividad de ciertas proteinas quinasas, que en Ultima instancia resultan en la transcripcion
de genes inducidos por estrés y que mejoran la tolerancia al frio(Preston y Sandve, 2013).

Debido que la membrana celular es uno de los mecanismos iniciales de respuesta al frio,
en este trabajo se evalud la permeabilidad de pitahaya para saber si existia un cambio ante
esta fuente de estrés. Como se pudo observar, a temperaturas de 10° y 7° a un tiempo de 24
y 12 hrs., son significativamente diferentes al control y a mayores tiempos de exposicion,
lo que implicaria que se podria evaluar la integridad de la membrana celular como indicador
de respuesta al estrés abiotico en conjunto con otros biomarcadores como REC, MDA y

PRO para descartar la intervencién de factores ambientales no considerados en
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esta evaluacion. Asi mismo, se considera evaluar otros factores como el uso de NaOH como
solucion hipertonica, el control de la luz durante el enfriamiento y el movimiento osmético
de agua a través de la bicapa lipidica, el cual no fue suficiente para explicar la cantidad de
flujo que atraviesa la membrana. Por otro lado, las acuaporinas, si bien no regulan la
direccion del transporte de agua ya que este siempre sera a favor del potencial hidrico, si
pueden intensificar el flujo. Asi, el estado hidrico de plasmdlisis o turgencia se consigue por
movimientos de flujo de masas a través de acuaporinas, méas que de 6smosiso difusiony la
mayoria de las plantas tienen la habilidad de aumentar el potencial soluto desus células para
promover el flujo de agua hacia dentro de las mismas, y asi mantener la turgencia (Pérez,
2017).

Por lo que, para determinar esta prueba como eficaz seria interesante sumar evaluaciones
moleculares para identificar los genes responsables de tolerancia al frio, asi como pruebas
fisioldgicas para conocer que otros mecanismos se ven alterados por el frio dentro de la
planta y demostrar si en la especie de pitahaya existe una adaptacion en la membrana celular
que le permite mantener el equilibrio osmético. Por ejemplo, en el arroz,la sobreexpresion
de los genes responsables de la tolerancia al frio trae consigo un considerable incremento en
la tolerancia al mismo en la etapa de plantula, mejorando la supervivencia, incrementando
en algunos casos la produccion de osmolitos compatibles como prolina y brindando mayor
estabilidad de la membrana celular (Hu et al., 2008). En lineas genéticas de trigo transgénico
que sobreexpresan BLT101 (BLT10lox) bajo estrés por frio, pierden menos agua,
mostrando menores niveles de expresion de los genesinducidos por hormonas (como auxinas
y citoquininas) (Zhang et al., 2019). Para otros tipos de estrés, también se han evidenciado
cambios en la pared celular que permiten tolerar los cambios de temperatura. Por ejemplo,
en tabaco Nicotiana tabacum, para estrés salino se documentaron alteraciones fisicas y
bioquimicas que podrian explicar como las células adaptadas disminuyen la capacidad de la
pared para expandirse a pesar de la desviacion de carbono utilizado para el ajuste osmotico,
lejos de la sintesis de polisacaridos de la pared celular, se mostré empiricamente que las
paredes de las células adaptadas con NaCl son mucho mas débiles que las de las células
no adaptadas (Iraki etal., 1989), algo similar a lo ocurrido con pitahaya en donde a cierto
tiempo de explosion y determinada temperatura, la membrana celular presentdé menor

crecimiento y reduccion.
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Con base a estudios recientes sobre el mecanismo de deteccion de temperatura a partir de
la fluidez de la membrana, se ha logrado mejorar la tolerancia al frio en plantas como
Arabidopsis thaliana, la colza, el guisante y una bromelia (Nidularium minutum). Esto se ha
interpretado como un aumento de la resistencia mecanica de las paredes celulares frente a la
deformacion durante la cristalizacion del hielo extracelular (Takahashi et al., 2019).

El estudio de la tolerancia a estreses abioticos en plantas se ha vuelto un tema de interés
para la biotecnologia agroalimentaria por la capacidad de ampliar las &reas de distribucion
de los cultivos bajo condiciones ambientales consideradas adversas, donde se pueda hacer
la seleccion de individuos con mayores posibilidades de adaptacion, sin embargo, sigue
siendo desconocido el mecanismo de la tolerancia en muchos campos debido a que implica
la interaccion de mas éareas de investigacion como lo es la fisiologia vegetal y la
transcriptomica. Por la relativa novedad de esta Ultima area, las investigaciones tienden a ser
transversales con diversos campos, lo que su alcance ayuda a abrir futuras lineas de
investigacion en las que se recomienda realizar pruebas de manera méas precisa mediante la
utilizacion de camaras climaticas controladas, identificacion y caracterizacion de genes y/o
transcritos involucrados a la tolerancia al frio, el uso de otros parametros morfolégicos y
fisioldgicos, tomando en cuenta factores como la tasa de enfriamiento, la duracion del

enfriamiento y la tolerancia al frio de las plantas.
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XI. CONCLUSIONES

Las semillas de pitahaya presentaron una viabilidad del 68.95%, esto indica que
tienen periodos cortos de latencia por lo que, los tiempos prolongados de
almacenamiento pueden reducir su viabilidad.

El cultivo ex vitro permite una mayor germinacion de las semillas de Hylocereus
undatus (hasta de un 60%) sin embargo, para una mayor supervivencia de las
plantulas se recomienda cultivar por técnicas in vitro.

El uso de NaOCI en concentraciones de 0.5-1% y tiempos de 5 y 10 minutos no
lograron controlar el agente patogeno (bacterias) en los cultivos in vitro de este
estudio, por lo que se requiere probar otros reactivos que sustituyan la funcion de
los agentes desinfectantes probados de manera que no afecten la germinacién en
pitahaya.

Se demostrd que la combinacion de hormonas vegetales como AIA + BAP en
concentraciones de 0.5+0.5 mg/L y 0.5+1 mg/L aceleran el crecimiento del explante
en un rango entre 0.46 + 0.31 y 0.62 + 0.33 cm respectivamente, de igual manera
permiten la aparicion de brotes y raices en el cultivo in vitro de pitahaya; esimportante
explorar sobre las condiciones y tiempo de incubacién para tener resultados
definitivos para la micropropagacion de la especie.

La planta de pitahaya es capaz de tolerar temperaturas de 10° hasta 24 horas o
temperaturas de 7° durante 12 horas, pero a menor temperatura 0 mayor exposicion,
la planta sufrird dafios graves, ocasionando muerte celular. Se sugiere continuar
evaluando los efectos por estrés en frio en la fisiologia celular de pitahaya para

conocer los mecanismos de tolerancia a estrés abidtico en esta especie.
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