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RESUMEN

El cultivo de la pitahaya amarilla en Amazonas es altamente promisorio debido a que
existen las condiciones agroecoldgicas adecuadas para su crecimiento. La investigacion
se realizd en las instalaciones del laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal
(FISIOBVEG) a nivel in vitro, perteneciente al Instituto de Investigaciones para el
Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES), Chachapoyas — Amazonas, de la
Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza (UNTRM). Se evaluaron cuatro
medios de cultivo T1 = MS al 100%; T2 = MS al 100% + 10 ml de agua de coco “AC”;
T3 = MS al 100% + 20 ml de agua de coco “AC” + 2 g/L de carbon activado “CA”y T4
= MS al 100% + 3 mg/L de ANA + 0.1 mg/L de BAP). Utilizando tallos de pitahaya
amarilla de 1 cm para la multiplicacion, se evaluaron en cuatro medios de cultivo. Se
realizé un disefio experimental completamente al azar (DCA) con 4 tratamientos, 40
repeticiones y 160 unidades de observacion en total. Se realizo la trasformacion de los
datos aplicando la VY+0.5 para realizar el analisis de varianza (ANOVA) paramétrica de
Tukey al 0.01 de significancia. Se obtuvo como resultado que el T3 tiene efecto
significativo en menor presencia de callo 12.5% segun escala, mayor porcentaje de
enraizamiento con 82.50%, mayor nimero de brotes con un maximo de 6 brotes, mayor
longitud de brote con un maximo de 3.62 cm y mayor nimero de areolas por brote con
un maximo de 45 areolas por brote. En conclusion, el T3 tubo significancia en cuanto a

los demas tratamientos.

Palabras claves: Selenicereus megalanthus; explante; cultivo in vitro; medio de cultivo
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ABSTRACT

The cultivation of yellow pitahaya in Amazonas is highly promising because there are
adequate agro-ecological conditions for its growth. The research was carried out in the
facilities of the plant physiology and biotechnology laboratory (FISIOBVEG) at the in
vitro level, belonging to the Research Institute for the Sustainable Development of Ceja
de Selva (INDES-CES), Chachapoyas - Amazonas, of the Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza (UNTRM). Four culture media T1 = 100% MS were evaluated;
T2 =100% MS + 10 ml of coconut water "AC"; T3 = 100% MS + 20 ml of coconut water
"AC" + 2 g/ L of activated carbon "CA" and T4 = 100% MS + 3 mg /L of ANA + 0.1
mg /L of BAP). Using 1 cm yellow pitahaya stems for multiplication, they were evaluated
in four culture media. A completely randomized experimental design (DCA) was carried
out with 4 treatments, 40 repetitions and 160 observation units in total. The
transformation of the data was performed applying the VY + 0.5 to perform the Tukey
parametric analysis of variance (ANOVA) at 0.01 significance. It was obtained as a result
that the T3 has a significant effect in less presence of callus 12.5% according to scale,
higher percentage of rooting with 82.50%, greater number of shoots with a maximum of
6 shoots, greater shoot length with a maximum of 3.62 cm and greater number of areolas
per outbreak with a maximum of 45 areolas per outbreak. In conclusion, the T3 tube

significance regarding the other treatments.

Key words: Selenicereus megalanthus; explant; in vitro culture; culture medium

XVii



INTRODUCION

La pitahaya es una planta originaria del continente americano y perteneciente a la
familia Cactaceae, fue descrita en el siglo XVI por primera vez en el libro “Historia
general y natural de las Indias, islas y tierra firme del mar océano”, del botanico y
colonizador espafiol Gonzalo Fernadndez de Oviedo (1526), citado por Fernandez et al.,
(2019). A lo largo del continente americano podemos encontrar diversos nombres para
referirnos a esta fruta exotica. De esta manera se ha citado algunos ejemplos
destacables, en Colombia se le conoce como flor de céliz, pitajaja o pitaya, en
Guatemala como pitaya, en Nicaragua como pitahaya, en Cuba como pitajaja, en Per(
como pitahaya y en México como junco tapatio, pitahaya orejona o tasajo (Meraz et
al., 2003).

Suaréz, (2011) precisa que la pitahaya amarilla es un cultivo originario de América
tropical: México, Centro América y El caribe. La especie Hylocereus undatus,
habitualmente se conoce como pitahaya roja, se cultivan esencialmente en Centro
Ameérica e Israel, en tanto que la pitahaya amarilla genero Selenicereus spp., con 20
especies, se distribuyen en los paises de America del sur como Bolivia, Peru, Ecuador,
Colombia y Venezuela (Dios, 2004). La especie Selenicereus megalanthus, conocida
como Pitahaya amarilla; es una planta perenne el cual presenta varios sinénimos como
Cereus megalanthus, Mediocactus megalanthus, Hylocereus megalanthus y se
encuentran naturalmente en Colombia, Ecuador, Bolivia y Perd (Zambrano et al.,
2015).

Hoy en dia en los mercados nacionales, internacionales y a nivel mundial consideran
a la pitahaya una fruta de gran aprobacion, a causa del exquisito sabor dulce y fresco
y a sus propiedades medicinales (Balaguera et al., 2011). La demanda de pitahaya
amarilla crece constantemente a nivel mundial, consecuentemente en Colombia
(principal productor). La pitahaya no solo es utilizada para el consumo de fruta fresca,
sino gue tiene un gran potencial en sectores de la industria como alimentos procesados,
farmacéutico, pecuario y quimico (Perea et al., 2010). Adicionalmente, la pitahaya
presenta la ventaja de tener metabolismo CAM, que le permite ser eficiente en el uso

del agua y por tanto es una alternativa de cultivo para sectores de baja precipitacion;
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asi como una especie probablemente bien adaptada para enfrentar el cambio climatico
(Salazar, 2013).

La ascendente introduccion de la pitahaya en el mercado nacional e internacional,
demanda un mayor esfuerzo en la investigacion, en la mejora y eficacia del proceso de
propagacion, para la obtencion masiva y uniforme de plantas élites con la capacidad
de tolerar a los agentes patdgenos; asi como a la creacion de protocolos confiables
como origen para programas de mejoramiento de plantas por ingenieria genética a

partir de especies seleccionadas (Suéarez et al., 2014).

La investigacion en cultivo in vitro se ha detallado para distintas cactaceas, asi como
para Selenicereus megalanthus se encuentran los trabajos de Pelah et al., (2002) y
Caetano et al., (2014). Estos generaron un protocolo de regeneracion in vitro via
organogeénesis indirecta en pitahaya amarilla, a partir de meristemos axilares (aréolas),
donde utilizaron el TDZ (Thidiazuron) a una dosis de 300 uM generando resultados
positivos en la formacion de callos compactos y el mayor nimero de brotes formados,
y actualmente, el de Suarez et al., (2014), donde multiplicaron via organogénesis
somatica, a partir de hojas cotiledonares y fragmentos de tallos, el cual utilizaron
Murashige & Skoog (MS) suplementado con auxinas (ANA) y citocininas (Kinetina y
BAP) en diferentes concentraciones. Zambrano et al., (2015), quienes realizaron su
investigacion en la evaluacion de reguladores de crecimiento en la propagacién in vitro
de Hylocereus megalanthus (pitahaya amarilla), evaluaron diferentes combinaciones
y concentraciones de dos citoquininas (BAP y Kinetina) y una auxina (AlA) via
organogénesis directa, a partir de segmentos nodales. Se encontrd que el mejor
tratamiento para elongacion y produccion de brotes fueron BAP 0,5 mg/L y BAP 1,0
mg/L respectivamente. En cuanto a la produccién en nimero de raices, el mejor
tratamiento fue Kinetina (Kin) 1,0 mg/L + AIA 0,3 mg/L. En este contexto, el objetivo
de esta investigacion fue evaluar cuatro medios de cultivo con potencial para la
multiplicacion in vitro de la pitahaya amarilla utilizando tallos como material vegetal,
en medios de cultivo MS suplementados con auxinas y citocininas, carbon activado y

agua de coco como alternativa por su alta concentracion de nutrientes.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion de la investigacion

El experimento se instalo en el laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal

(FISIOBVEG) del INDES-CES de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas (UNTRM) (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion del laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal
(FISIOBVEG), de la “UNTRM” ubicado en la provincia de Chachapoyas, Region

Amazonas.
2.2 Materiales y Equipos

2.2.1 Materiales

Tabla 1. Materiales de investigacion.

Unidad Cantidad

items

Materiales de laboratorio

Vaso de precipitado 1L (Beakers) Global 4

Vaso de precipitado 50 ml Global 1

Matraz Erlenmeyer 1L Global 1

Micropipeta graduada de 100 ml Global 2

Micropipeta graduada de 1000 ml Global 1

Baqueta o varilla de agitacion Unidad 1

Mango para bisturi 21 Unidad 2
Unidad 10

Hojas de bisturi 21
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Pinza Unidad 2

Piseta de plastico Unidad 4

Frascos de magenta Unidad 40

Probeta 500 ml Unidad 1

Probeta 50 ml Unidad 2

Probeta de 25 ml Unidad 1

Mechero Unidad 2

Placas Petri Unidad 4

Papel toalla Paquete 3

Cinta Parafilm Rollo 1

Papel aluminio Rollo 2

Papel kraft Paquete 1

Reactivos y sustancias de

laboratorio

Murashige & Skoog (SM) 100 % Unidad 1

Agar 7gr/L Unidad 1

Sacarosa 30 gr/L

Carbon activado 2 g/L Unidad 1

Agua de coco 30 ml Unidad 1

Acido Naftalenacético (3 mg/L) Unidad 1

6-Bencilaminopurine (0,1 mg/L) Unidad 1

Alcohol etilico 70° (1 L / Fco.) Unidad 1

Alcohol 96° (1L/Fco) Unidad 2

Material Vegetal

“Pitahaya amarilla” Tallos 160
Fuente: Elaboracion propia

2.2.2 Equipos

Tabla 2. Equipos disponibles.
Items Unidad Cantidad
Equipos
Laptop Lenovo core i3 Unidad 1
Camara fotogréafica digital Unidad 1
Balanza analitica Unidad 1
Navegador Gps Unidad 1
Céamara de flujo laminar Unidad 1
Autoclave Unidad 1
Cocina eléctrica Unidad 1
Estufa Unidad 1
Refrigeradora Unidad 1
PH metro digital Unidad 1
Vernier Unidad 1

Fuente: Elaboracion propia
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2.3 Poblacion, muestra y muestreo

2.3.1 Poblacion:
Estubo conformada por 40 brotes de pitahaya amarilla que ya se encontraron
establecidos in vitro, desarrollados en el laboratorio de Fisiologia
Biotecnologia Vegetal (FISIOBVEG) de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM).

2.3.2 Muestra:
La muestra fue conformada por 40 brotes de pitahaya amarilla por 4
tratamientos, las cuales se utilizaron para la multiplicacién in vitro y a su vez
fueron las unidades de observacion y estas se desarrollaron en el proyecto de

investigacion a nivel de laboratorio.

2.4 Disefio de los tratamientos
El presente trabajo de investigacion se conformo por dos factores, factor A explantes
de pitahaya amarilla y el factor B cuatro medios de cultivo, donde se utilizé6 MS al
100%, agua de coco, carbon activado y reguladores de crecimiento como se detalla
en la Tabla 3. Se emple6 el Disefio Completamente al Azar (DCA), con 4

tratamientos, con 40 repeticiones siendo en total 160 observaciones.

2.5 Caracteristicas de la unidad experimental DCA.

Tabla 3. Descripcion (DCA).

NUmero Medio de cultivo y reguladores de  NUmero repeticiones
Tratamientos crecimiento

T1 (testigo) » Murashige y Skoog (MS)al 100% + R1,R2,R3...... T40
sacarosa 30 g/L, agar 7g/L

» MS 100% + sacarosa 30 g/L, agar
T2 7g/L + Agua de coco 10% R1,R2,R3...... T40

» MS 100% + sacarosa 30 g/L, agar
T3 79/L + Agua de coco 20% + Carb6on  R1,R2,R3...... T40
activado 2 gr/L
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» MS 100% + sacarosa 30 g/L, agar
T4 79/L BAP (6-Bencilaminopurina R1,R2,R3...... T40
01 mg/L) + ANA (Acido

naftalenacético 3 mg/L)

Total = 4T Total =40 R

2.6 Caracteristicas de la unidad experimental Tratamientos y repeticiones.

Tabla 4. Disefio experimental.

Disefio experimental Disefio Completamente al Azar (DCA)
N° de tratamientos 4
N° total de explantes multiplicados 40

por tratamiento

N° total de observaciones 160

2.7 Distribucion de los tratamientos.

Tabla 5. Distribucién de tratamientos.

T1 T2 T3 T4
R1 R2 R3 R4
R2 R3 R4 R5
R3 R4 R5 R6
R4 RS R6 R7
RS R6 R7 R8
R6 R7 R8 R9

R40 R40 R40 RA40

2.8 Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos y procedimientos.
Los métodos y técnicas que se realizaron en esta investigacion se detallan a

continuacion:
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281

2.8.2

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Los datos fueron recolectado a través de mediciones cualitativas y cuantitativas

donde se utiliz6 un formato de evaluaciones correspondientes para cada

variable.

Procedimientos

La investigacion se conformé de dos etapas, la primera etapa preparacion de

los medios de cultivo (para los 4 tratamientos) y desinfeccion de los materiales

a utilizar (materiales esterilizados) y la segunda etapa de multiplicacién in

vitro.

A. Primera etapa: Preparacion de los medios de cultivo.

A.l. Preparacion de medio de cultivo para el tratamiento 1

Este proceso se realiz6 tomando como base la preparacion de 1/2 litro
de medio sélido Murashige y Skoog (MS), se peso y se agreg6 2,2 gr
de MS, se agreg06 15 gr de sacarosa, y se agito hasta tener una solucién
homogénea, se ajusté a un pH 5.8 (con NaOH 1N y/o HCI 1N). Para
la gelificacion del medio se afiadi6 3,5 g de agar. EI medio se pasé a
calentar, hasta que el agar quedo todo disuelto, se vertié 40 ml de
solucion a cada frasco de magenta (de 77x 77x97mm), posterior a ello
se colocé en la autoclave durante 20 minutosa 120°c y se dejé enfriar
a temperatura ambiente, (Suérez et al., 2014). (Anexo 3). Se le afiadio6
como componente de estudio 10 y 20 ml de agua de coco, sumado a
ello 1 gr de carbdn activado segun tratamiento. En funcion de esto se
agregaron concentraciones de reguladores de crecimiento (ANA,
BAP), segun Estrada et al., (2008). Como se describe en la tabla N°3.

A.2. Desinfeccion de materiales a utilizar.
Previamente a la multiplicacion in vitro todos los materiales que se
utilizaron fueron esterilizados en la estufa y autoclave durante 20
minutos a120°c a 15 Ib de presion (pinzas, mango de bisturi y vaso de
precipitado), flujograma de esterilizacion de materiales (Anexo 3). Se
desinfectd la cdmara de flujo con alcohol (al 96%), se colocaron todos
los materiales (esterilizados) a utilizar y se dejo en luz UV por 20

minutos (Anexo 3).
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B. Segunda etapa: Multiplicacion in vitro

B.1. Corte y siembra del explante.

Se extrajeron segmentos de tallo o cladodio (en cdmara de flujo laminar),
de 1 cm de longitud de la parte basal del tallo hasta el apice, donde
obtuvimos 2 a 4 explantes (de acuerdo al tamafio del explante) Estrada et
al., (2008). Para la multiplicacion, se extrajeron los explantes, se cortaron
los cladodios (tallos de 1 cm aproximadamente) y se cultivaron 4 explantes
por magenta con los medios de cultivo respectivos segun tratamiento (tabla
3), se sellaron con cinta Parafilm para evitar algin riego de contaminacion
por patogenos (hongos, bacterias), se tomaron los registros de
identificacion (rotulados con fecha y N° de tratamiento) y se trasladaron al
ambiente de incubacion durante 60 dias en un &rea climatizada con una
temperatura de 24°C, 2000 lux y un fotoperiodo de 16 horas luz y ocho
horas oscuridad. Se sembraron los brotes con orientacion vertical (Estrada
et al., 2008).

2.8.3 Disefio experimental
Se utiliz6 el disefio Completamente al Azar (DCA), con 4 tratamientos, con 40

repeticiones siendo en total 160 observaciones por tratamiento.

2.9 Variables evaluadas
La evaluacion de los tratamientos fueron medidas con respecto al tiempo esto se

realizo6 de la siguiente manera:

- Porcentaje de formacion de callos

En esta variable se consider6 la formacién de callos (%), en una escala empleada
por Santana, (1982) citado por Gonzélez et al., (2003).

Donde:

» 0 =no formacion de callos,
» 1= ligera formacion de callos (se observo una debil proliferacion en

zonas del explante)
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» 2 =formacion de callo (hay proliferacion de células por zonas de los
bordes del explante)
» 3 = abundante formacién de callo (formacién de una masa

voluminosa de callos).

Que mediante la observacion visual (fotografia N°10) se evaluaron la formacién de
callos de cada tratamiento, tomando como dia uno inicial el dia en que los explantes
fueron sembrados, esta evaluacion se realizd a las 3 semanas (21 dias), después de

instalado los explantes in vitro y se empled la siguiente formula:

Formacion de callos (%) = ndmero de explantes con callo por tratamiento X 100
nimero total de explantes por tratamientos

- Porcentaje de enraizamiento
Mediante la observacion visual se realizo el conteo de 3 raices con una longitud de
1 cm de cada raiz, para ser denominados como 0 = ausencia de raiz (0%) y 1 =
presencia de raiz (100%) segln la escala utilizada (Avalos, 2010). Esta evaluacion

se realizo a los 60 dias. (Fotografia N°11)

» Presencia de raices (1) = 100%
» Ausencia de raices (0) = 0%

- NUmero de brotes formados a los 60 dias (evaluados cada 7 dias)

Mediante la observacion visual se realiz6 el conteo de los brotes emergentes de las

areolas de cada explante, esto se realiz6 cada 7 dias durante un periodo de 60 dias.
- Longitud de brotes

Esta evaluacion se realizd con la medida (mm) de cada brote formado en cada
tratamiento y se realizd a los 60 dias después de la siembra in vitro. Para esta
evaluacion se midio (con la ayuda de un vernier digital) la longitud desde la base

de la arista hasta el apice del brote formad.
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- NUmero de areolas por brote

Mediante la observacioén visual se realiz6 el conteo de las areolas formadas, de cada

brote formado y de cada tratamiento, a los 60 dias después de la multiplicacion.

3.0 Andlisis de datos

Para la manipulacion de los datos, se trabajé con la ayuda del Excel, los datos se
procesaron en el Software estadistico Infostat version 24. Por lo general estos datos
tienen una distribucion binomial y no de una distribucion normal como se espera, por
lo cual se utilizé la transformacion de datos utilizando la VY + 0.5 (Millones, 2018).
y sometidos a un anélisis de varianza (ANVA) al 1 % de significancia mediante la
prueba de Tukey (p < 1%).

Tabla 6. Analisis de varianza (ANVA) para el disefio completo al azar con diferente
namero de repeticiones por tratamiento.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados Fc
Variacion Cuadrados Libertad Medios
Tratamiento SC tratamiento r t-1 CM tratamiento  CM tratamiento/ CME
Error SC error _Zli"-?,- -1 CME
Total SC total r t-1

2 (=1

i=1

Fuente: Métodos estadisticos para la investigacion (Torres, 2013).
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RESULTADOS
Parametros de evaluacion

3.1 Formacion de callos

En relacion a la formacién de callos, en la tabla 7 se observan los resultados del

analisis de varianza, mostrandose diferencias estadisticas altamente significativas

para los cuatro tratamientos. El coeficiente de variacion es de 5.308, valor 6ptimo

para este tipo de investigacion.

Tabla 7.Cuadro de Analisis de la Varianza.

F.V. gl SC CM F p - valor
TRATAMIENTO 3 18687.50 6229.17  0.4668 <0.0001
Error 156 0.00 0.00
Total 159 18687.50

En la figura 2, se muestra en porcentaje la formacion de callosidad y la prueba de Tukey

P < 0.01 donde se observan cuatro grupos diferentes. El porcentaje de formacién de callos

(presencia y ausencia) para cada medio de cultivo de cada tratamiento respectivamente.

El T4 (MS + ANA + BAP), tiene el mayor porcentaje con 88% de formacién de callos

(referente al grafico de barras segun la escala de 0 a 100%), el cual contiene 0.1 mg/L de

6-bencilaminopurina (BAP) y 3 mg/L de acido-naftalenacetico (ANA). ElI menor

porcentaje de formacion de callos se encontré en el T3 (MS + AC + CA), con un 60% de

formacion de callos el cual contiene 20 ml de agua de coco (AC) + 1gr de carb6n activado

(CA). Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,01) por lo

que se acepta la hipotesis alternativa, ya que al menos uno de los tratamientos tiene efecto

directo, segun (Torres, 2013).
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Figura 2. Porcentaje de callosidad de cada tratamiento (escala de 0 a 100 %).

En la figura 3, se muestra el porcentaje de formacion de callos en la escbala 0,1,2y3
(Santana, 1982), segun las denq)_minaciones como e muestra en la tabla 8. Donde se
puede ver que en los cuatro tratamientos, para el grado cero (no formacion de callos),
de los cuales el T4 (MS + ANA + BAP) tiene un 12.5%, el T2 (MS + AC) con un 32.5%,
el T1 (MS o testigo) 37.5% y el T3 (MS+AC+CA) con un 40%, a comparacion del grado
1 (ligera formacién de callos), en los cuatro tratamientos (T1, T2, T3 y T4)
respectivamente hay presencia de callo de un 25% en el T4, 32.5% en el T1, un 47.5%
enel T2 y de igual manera un 47.5% en el T3. En cuanto a la denominacion 2 (formacion
de callos), se da el mayor porcentaje en el T4 con un 52.5%, y la menor formacién de
callos se refleja en el T3 con un 12.5%. Y por ultimo en la denominacion 3 (alta
formacion de callos), podemos ver que el T4 tiene un 10% respectivamente.
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Figura 3. Porcentaje de formacion de callos.

Tabla 8. Escala de formacion de callos (Santana, 1982).

Escala (%) MS MS+AC MS+AC+CA MS+ANA+BAP
0 = No formacion de callos 375 325 40 125
1 = Ligera formacion de callos 32.5 47.5 47.5 25
2 = Formacion de callos 30 20 12.5 525
3 = Alta formacion de callos 0 0 0 10
Total 100 100 100 100

3.2 Porcentaje de enraizamiento
En relacion al porcentaje de enraizamiento, en la tabla 9, se observan los resultados
del analisis de varianza, mostrandose diferencias estadisticas altamente significativas
para los cuatro tratamientos. El coeficiente de variacion es de 3.27, valor 6ptimo para

este tipo de investigaciones.
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Tabla 9. Cuadro de anélisis de varianza.

F.V. al SC CM F p - valor
TRATAMIENTO 3 160500.00 53500.00 2.50446711 <0.0001
Error 156 3.312.00 0.00
Total 159 160500.00

En la figura 4, se muestra en porcentaje la raiz obtenida (ausencia y presencia) de cada
tratamiento, la prueba de Tukey P < 0.01 muestra cuatro grupos diferentes, donde los
mejores resultados fueron el T3 (MS + AC + CA), con 82.5% con presencia de raices y
un 17.5% con ausencia de raices, el T4 (MS + ANA + BAP) también con presencia de
raices con 70 % y un 30 % con ausencia de raices, en cuanto al T2 (MS + AC) con 17.5%
con presencia de raices y un 82.5% con ausencia de raices y el menor porcentaje de raices
se encontraron en el T1 (MS o testigo) con 10% con presencia de raices y un 90 % con
ausencia de raices. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0.01).
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Figura 4. Porcentaje de enraizamiento.

3.3 NUmero de brotes.
En relacion al niUmero de brotes, en la tabla 10, se observan los resultados del analisis

de varianza, mostrandose diferencias estadisticas altamente significativas para los
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cuatro tratamientos. El coeficiente de variacion es de 38.77, 6ptimo para este tipo de

investigaciones.

Tabla 10. Cuadro de anélisis de varianza.

F.V. al SC CM F p - valor
TRATAMIENTO 3 5.19 1.73 10.57 <0.0001
Error 156 25.54 0.16
Total 159 30.74

En la figura 5, se muestra el nimero de brotes y la prueba de Tukey P < 0.01 donde se
observan cuatro grupos diferentes, donde los mejores resultados fueron el T2 (MS+ 10
ml de AC) con 1.22 brotes, el T3 (MS + 20 ml de AC+ 1gr de CA) con 1.18 brotes y
el T1 (MS o testigo) con 1.02 brotes. EI menor nimero de brotes se obtuvo en el T4
(MS + 50 ul de BAP + 1500 ul de ANA) con el cual se encontré 0.76 brotes
respectivamente. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p
> 0.01).
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Figura 5. Numero de brotes. Falta agregar las letras
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3.4 Longitud de brotes
En relacién a la longitud de brotes, en la tabla 11, se observa los resultados del analisis
de varianza, mostrandose diferencias estadisticas altamente significativas para los
cuatro tratamientos. El coeficiente de variacion es de 49.01, valor éptimo para este tipo

de investigaciones.

Tabla 11. Cuadro de analisis de varianza.

F.V. al SC CM F p - valor
TRATAMIENTO 3 17.71 5.90 16.42 <0.0001
Error 156 56.09 0.36
Total 159 73.80

En la figura 6, se muestra la longitud de brotes y la prueba de Tukey P < 0.01 donde
se observan cuatro grupos diferente, donde los mejores resultados se encontraron en el
T3 (MS + AC + CA) con 1.66 mm, el T2 (MS + AC) con 1.39 mm, el T1 (MS o
testigo) con 1.08 mm. Y la menor longitud de brote se obtuvo en el T4 (MS + ANA +
BAP) con 0.77 mm segun tratamiento. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (p > 0.01).
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Figura 6. Longitud de brotes. Agrega las letras
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3.5 Numero de areolas por brote
En relacién al nimero de areolas por brote, en la tabla 12, se observan los resultados
del andlisis de varianza, mostrandose diferencias altamente significativas para los
cuatro tratamientos. El coeficiente de variacion es de 56.04 valor 6ptimo para este tipo

de investigaciones.

Tabla 12. Cuadro de analisis de varianza.

F.V. gl SC CM F p - valor
TRATAMIENTO 3 28.11 9.37 14.65 <0.0001
Error 156 99.79 0.64
Total 159 127.91

En lafigura 7, se muestra el nimero de areolas (yemas) por brotes y la prueba de Tukey
P < 0.01 donde se observan cuatro grupos diferentes, donde los mejores resultados
fueron el T3 (MS + AC + CA) con un promedio de 1.86 areolas (yemas), el T2 (MS +
AC) con 1.75 areolas, el T1 (MS o testigo) con 1.30 areolas. Y el menor nimero de
areolas/brote se obtuvo en el T4 (MS + ANA + BAP) con 0.80 areolas segun
tratamiento. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >
0.01).
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Figura 7. Numero de areolas por brote. Agrega las letras

34



DISCUSION

Evaluando el porcentaje de formacion de callos (presencia y ausencia de callosidad)
de segmentos nodales de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus) in vitro, se
encontrd que si existe diferencia significativa en los cuatro tratamientos (T1, T2 T3y
T4) respectivamente, esta evaluacion se realizé a los 21 dias después de multiplicar
los explantes. Dicho resultado nos indica, que el porcentaje de formacion de callos
obtenido en cada tratamiento se diferencian una de la otra. El callo se formo
principalmente en el area donde se realizé los cortes para obtener los explantes a
multiplicar y minimamente en los puntos vegetativos de los cladodios (areolas)
(fotografia N°12), donde se dio la proliferacion de brotes. EI medio de cultivo con
mayor formacion de callos (segun escala y denominacion 2), fue el T4 (MS al 100 %
+ 3 mg/L de ANA + 0.1 mg/L BAP), hubo un 52.5 %. Y el menor porcentaje con
formacion de callos (segun escala y denominacién 2), se encontré en el T3 (MS al 100
% + 20 ml Agua de coco “AC” + 2 g/L carbon activado “CA”), con un 12.5 % y con
ausencias de oxidacion. En consecuencia, de la presencia del carbén activado que es
un elemento antioxidante, que absorbe compuestos fendlicos que puedan exudar los
explantes (Sharry et al., 2015). La incorporaciéon del carbon activado en medios de
cultivos vegetales, posee un resultado positivo en el crecimiento de las plantas, puede
retener y atrapar distintos tipos de moléculas, elementos en demasia, entre estos los
inhibidores de crecimiento (Vo Hoang Nhat et al., 2018). El agua de coco (AC), es una
sustancia compleja que comprende importantes compuestos organicos e inorganicos,
se utiliza en el medio de “Knudson C” para la formacion de embriones de orquideas a
nivel in vitro (Sharry et al., 2015). Ademas de los macronutrientes y micronutrientes,
es comun la integracion de compuestos naturales a los medios de cultivo (Contreras,
2016; Salazar et al., 2013 y Moreno y Menchaca, 2007); mencionan que al afadir
compuestos organicos naturales a los medios de cultivo vegetales son importantes, de
los cuales se destacan: el agua de coco, extracto de tomate, extracto de pifia, extracto
de platano entre otros; favorece la germinacion y desarrollo de las plantulas. Dentro
de los compuestos organicos adicionados a los medios de cultivo, el agua o
endospermo liquido de coco es uno de los mas importantes por poseer una gran
cantidad de azlcares, aminoacidos, antioxidantes, minerales, &cidos organicos y
elementos impulsores del crecimiento Moreno y Menchaca, (2007), por lo que en esta
investigacion se utilizo el AC como una alternativa diferente a los deméas componentes

organicos e inorganicos, debido a sus altas concentraciones nutricionales.
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En el T4 (MS + ANA + BAP), los resultados se asocian a la presencia de auxina el
Acido Naftalenacético (ANA) en el medio. Segtin Perea, (2003) y Criolloetal., (2017),
la incorporacion de auxinas al medio y la habilidad que tienen las plantas de
sintetizarlas, induce la formacién de callo. Pelah et al., (2002) al utilizas ANA en
explantes in vitro de pitahaya amarilla, obtuvo como resultado la formacion de callos,
con poco desarrollo y su posterior muerte. El alto nivel de formacion de callos se puede
deber a los cortes realizados, que estuvieron en contacto con el medio como indica
Mendoza, (2007), Ruvalcaba et al., (2010) y Ojeda et al., (2008) puede atribuirse a la
utilizacion y combinacion de las citocininas y auxinas que estimulan el desarrollo y
crecimiento de los callos en cactaceas. Estos resultados tienen concordancia con los
obtenidos por Suaréz, (2011), quienes en su estudio utilizaron cladodios de pitahaya
amarilla in vitro, donde trabajaron con reguladores de crecimiento con altas
concentraciones de auxinas (3 mg/L de ANA) y citocininas (0.1 mg/L de BAP y
2mg/L de Kin) donde el medio de cultivo denominado M4 tuvieron presencia de
callosidad con un 98 % porcentaje parecido al obtenido por esta investigacion con un
87.5 %, y segun estudio. Se tubo también la presencia de oxidacion de los callos
considerandose asi porque los explantes con formacion de callo se tornaron de color
marron. El alto porcentaje de oxidacion se debe a los cortes realizados en la plantula
para obtener mayor cantidad de explantes, como indica Azofeifa, (2009); luego de ser
cortados muchos explantes pierden el color verde iniciando un oscurecimiento que
Ilega a causar la muerte en el explante. Otro factor causante son los reguladores de
crecimiento como las auxinas, las citocinina como BAP son los reguladores que
cuentan con mayor numero de referencias con el problema de oscurecimiento
(Azofeifa, 2009). En cuanto al T2 (MS al 100 % + 10 ml de agua de coco), también
hubo presencia de callosidad con un 20 % (formacién de callos segin escala
denominacion 2) y por ultimo el T1 (MS o testigo) tuvo una presencia de callos con
un 30 % (formacion de callos segun escala denominacién 2). En la ligera formacion
de callos (escala, denominacién 1) la presencia de callosidad lo obtuvo el T3 (MS +
AC + CA) con un 47.5 %, al igual que el T2 (MS + AC) con un 47.5 % y por ultimo
el T1 (MS al 100 % o testigo) con un 32.5 % (segun escala).

En la variable porcentaje de enraizamiento, el mayor porcentaje de raiz (presencia de
raiz denominacion 1 y ausencia de raiz denominacion 0), fueron el T3 (MS + AC +

CA), con un 82.5 % (Fotografia N°11) con presencia de raices y un 17.5 % con
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ausencia de raices, el T4 (MS + ANA + BAP) también con presencia de raices con un
70 % y un 30 % con ausencia de raices, en cuanto al T2 (MS + AC) con un 17.5 % con
presencia de raices y un 82.5 % con ausencia de raices y el menor porcentaje de raices
se encontraron en el T1 (MS o testigo) con un 10 % con presencia de raices y un 90 %
con ausencia de raices, segun la escala (datos obtenidos a los 60 dias). De los cuales
se hallaron diferencias significativas con respeto a los tratamientos. A comparacion de
los estudios realizados por Avalos (2010), quienes utilizaron como medio base MS al
100 % + CA 2 g/L obtuvieron un 93.3 % de raices (presencia de raiz) y un 6.7 % sin
raiz (ausencia de raiz), los cuales se obtuvieron raices de los explantes de Selenicereus
validus a nivel in vitro, estos resultados son similares con los datos obtenidos en el T3
(MS al 100 % + 20 ml de AC + 2 g/L de CA) de un 82.5 % con presencia de raiz y
de un 17.5 % con ausencia de raiz, resultados adquiridos por esta investigacion.
Avalos, (2010), también realizé la misma evaluacion con el medio base MS al 100 %
sin reguladores de crecimiento ni otro componente adicional, de los cuales los
resultados obtenidos son del 100 % de presencia de raiz, los cuales difieren con los
resultados obtenidos en esta investigacion ya que se obtuvo un 10 % (presencia de raiz
segun escala). Para la medicion de esta variable se trabajo con lo propuesto por Avalos
(2010), quien denomind como raiz buena la cantidad de 3 a mas raices presentes en el
desarrollo radicular del explante y una longitud como minima de 1cm. En cuanto al
T4 (MS al 100 % + 3 mg/L de ANA + 0.1 mg/L de BAP), se obtuvo presencia de raiz
de un 70 % y un 30 % con ausencia de raiz, comparando con los datos de la
investigacion obtenida por Suarez et al., (2014), quien utilizo reguladores de
crecimiento auxinas 3. mg/L de ANA y citocininas 0.1y 1.0 mg/L de BAPy 2 mg/L
de KIN para la formacién de brotes mediante segmentos nodales (cladodios) y
enraizamiento tuvieron la presencia de raiz en todos sus tratamientos los cuales se
menciona, pero no se especifica. Los reguladores de crecimiento como las auxinas
inducen el aumento y al desarrollo celular en cultivos de tejidos vegetales, se
incorporan en combinaciones con citocininas en la multiplicacion o sin su presencia

en el enraizamiento (Sharry et al., 2015).

En la variable respuesta nimero de brotes desarrollado por segmento nodal
(cladodios), existe diferencia estadisticamente significativa en cuanto a los medios de
cultivo (segun tratamiento) los mejores resultados se encontraron en el T2 (MS al 100

% + 10 ml de AC) con 1.22 brotes y en el T3 (MS + 20 ml de AC+ 1gr de CA) con
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1.18 brotes, el T1 (MS o testigo) con 1.02 brotes. EI menor nimero de brotes se obtuvo
enel T4 (MS al 100 % + 3 mg/ L de ANA + 0.1 mg/L de BAP) con el cual se encontro
0.76 brotes respectivamente. Los resultados obtenidos en el T4 (MS + ANA + BAP)
por esta investigacion, difiere con los datos mostrados por Suarez (2011), quien trabajo
con explantes de pitahaya amarilla (cladodios) en uno de sus tratamientos denominado
M5 (MS al 100 % mas 3 mg/L de ANA + 0.1 mg/L de BAP), evaluados a los dos
meses, con un promedio de 2.7 brotes por explante. Los datos encontrados por esta
investigacion se generaron por la presencia de oxidacion de los callos, considerandose
asi porque los explantes con formacién de callo se tornaron de color marrén. El alto
porcentaje de oxidacidn se debe a los cortes realizados en la plantula para obtener
mayor cantidad de explantes, como indica Azofeifa, (2009), luego de ser cortados
muchos explantes pierden el color verde iniciando un oscurecimiento que llega a
causar la muerte en el explante. Otro factor causante podria ser los reguladores de
crecimiento como las auxinas, las citocinina como BAP son los reguladores que cuentan con
mayor numero de referencias con el problema de oscurecimiento (Azofeifa, 2009). La
oxidacion del cultivo in vitro de cactus, puede ser controlado adicionando algunos
compuestos como carbon activado, agua de coco, etc. Molphe y Davila, (2002). La
minima cantidad de brotes formado en el T4 (MS + ANA + BAP), en los cuales hubo
proliferacion de brotes fueron en los explantes que no formaron callos (ausencia de
callos) con un total de 2 brotes, de los cuales se pudo constatar la aparicion de brotes
en esta investigacion. Con respecto del T2 (MS al 100 % + 10 ml de AC) es el que més
brotes obtuvo, con un promedio de 1.22 brotes, con un nimero maximo de 6 brotes;
seguido del T3 (MS 100 % + 20 ml AC + 1 g/L de CA) con 1.18 brotes, con un numero
maximo de 6 brotes por explante, se asemejan en comparacion con el estudio realizado
por Avalos, (2010) para formacion de brotes en Selenicereus validus quien utilizo en
uno de sus tratamientos MS al 100 % + 2 mg/L BA (diferentes concentraciones de

benciladenina), con los que obtuvo mayores resultados con 9 brotes por explante.

En la variable longitud de brotes se encontrd que, si existe diferencia significativa en

los cuatro tratamientos (T1, T2, T3y T4), los mejores resultados que se encontraron

fueron en el T3 (MS al 100 % + 20 ml de AC + 1 g de CA) con una longitud de 1.66

mm en promedio y el T2 (MS al 100 % + 10 ml de AC) con 1.39 mm, el T1 (MS al

100 % o testigo) con 1.08 mm. Y la menor longitud de brote se obtuvo en el T4 (MS

al 100 % + 3 mg/L de ANA + 0.1 mg/L de BAP) con 0.77 mm en promedio. EI mejor
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resultado obtenido fue el T3 (MS + AC + CA) con un maximo de 3.62 cm, estos
resultados son similares al de Suaréz, (2011) quien logré la mayor longitud de brotes
al tratar sus segmentos nodales con 3 mg/L de ANA + 0.1 mg/L de BAP que
conformaron su tratamiento (M5), con 4.6 cm, en comparacion con el T4 (MS al 100
% + 3 mg/L de ANA + 0.1 mg/L de BAP) con el cual se obtuvo una longitud maxima
de 2.25 cm, resultados de esta investigacion, siendo menor a lo obtenido por Suaréz,
(2011) con una longitud maxima de 4.6 cm en promedio. Estos resultados obtenidos
en esta investigacion se deben a la presencia de oxidacion (Azofeifa, 2009). Sin
embargo, concentraciones mas altas de BAP en relacion a las probadas en este estudio,
podrian mejorar la elongacion y el crecimiento de los brotes de acuerdo con lo

reportado por Vifas et al., (2012) para Hylocereus costarricensis.

En la variable nimero de areolas (yemas) por brote se encontrd que, si existe
significancia estadistica entre los cuatro tratamientos (T1, T2 T3 y T4), los mejores
resultados se encontraron en el T3 (MS + AC + CA) con un promedio de 1.86 areolas
en promedio y el T2 (MS + AC) con 1.75 areolas por brote. El menor nimero de
areolas por brote se obtuvieron en el T1 (MS al 100% o testigo) con 1.30 areolas por
brote y el menor ndmero de areolas por brote se obtuvo en el T4 (MS al 100 % + 3
mg/L de ANA + 0.1 mg/L de BAP) con 0.80 areolas por brote. Los resultados
obtenidos en el T1 (MS al 100% o testigo) con 1.30 areolas por brote en promedio y
con un maximo de 33 areolas por brote son superiores a los descritos por (Huanca,
2019), quien obtuvo un maximo de 16 areolas en su tratamiento T1 o testigo (MS al
100 % sin reguladores de crecimiento). Respecto a otras investigaciones no se reportan

haber realizo este tipo de evaluaciones, por lo cual los resultados seran de utilidad para otros

estudios.
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CONCLUSIONES

Enel T3 (MS + AC + CA), se obtuvo uno de los mejores resultados en cuanto al
numero de brotes con 1.18 en promedio (méaximo de 6 brotes) y el T2 con 1.22 en
promedio (maximo de 6 brotes), mayor longitud de brotes con 1.66 mm en
promedio (3.62 cm) a comparacion del T2 con 1.39 mm y se obtuvo la mayor
cantidad de areolas por brote emitido con 1.86 areolas (45 areolas) en promedio,

resultados obtenidos a los 60 dias.

En el T3, se dio el menor porcentaje de presencia de callos con un 60% (segln
escala de 0 a 100 %), y presencia de raiz de un 82.5%; importante para una posterior

aclimatacion, como una alternativa positiva.

La multiplicacion a partir de segmentos nodales se produjo en un término de 60
dias, obteniendo en el medio de cultivo MS al 100 % + 20 ml de agua de coco +
2 g/L de carbdn activado (T3); los mejores resultados adquiridos en esta
investigacion. A comparacion de los demas tratamientos T1, T2 y T4. Esto ayuda
a minimizar costos, al utilizar reguladores de crecimiento como auxinas y
citocininas, los cuales pueden ser costosos. Utilizar el agua de coco y carbon
activado juntos, pueden enriquecer un medio y obtener mejores resultados gracias

a sus componentes nutricionales y antioxidantes.
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VI. RECOMENDACIONES

Para la multiplicacion in vitro desde un punto de vista comercial, utilizar agua de
coco (20 ml) como suplemento nutricional junto al carbdn activado para obtener
brotes de pitahaya amarilla (Selenicereus megalanthus) con presencia de raices tales
como se obtuvieron en esta investigacion en el T3, que posteriormente puedan ser

pre aclimatados, aclimatados y llevados a campo definitivo.

Se recomienda realizar investigaciones evaluando mayores concentraciones del
endospermo liquido de agua de coco y la utilizacion de carbon activado en los medios

de cultivo.
Se recomienda investigar el efecto de la interaccion de agua de coco més carbén

activado adicionado tanto con citocininas como con auxinas para la fase de

multiplicacion en menores dosis.
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ANEXOS

ANEXO N°01. Figuras del desarrollo experimental
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Figura 8. Curva de crecimiento de brotes.
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ANEXO N°02. Tablas de procesamiento estadistico.

Tabla 13. Coeficiente de variacion para la formacion de callos (presencia y ausencia).
Variable N R? R2 Aj Cv
Porcentaje 160 1.00 1.00 5.308

Tabla 14. Test de Tukey para formacion de callos (presencia y ausencia).

TTRATAMIENTOS Medias n E.E.

T4 87.50 160 0 A

T2 67.50 160 0 B

T1 62.50 160 0 C

T3 60.00 160 0 D

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0.01).

Tabla 15. Coeficiente de variacion para el porcentaje de enraizamiento (presencia y
ausencia).

Variable N R2 R2 Aj CVv
Porcentaje 160 1.00 1.00 3.27

Tabla 16. Test de Tukey para porcentaje de enraizamiento (presencia y ausencia).
TTRATAMIENTOS Medias n E.E.

T3 82.50 160 0.00 A

T4 70.00 160 0.00 B

T2 17.50 160 0.00 C

T1 10.00 160 0.00 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.01).

Tabla 17. Coeficiente de variacion para el nimero de brotes (presencia y ausencia).
Variable N R? R2 Aj Cv
Porcentaje 160 0.17 0.15 38.77
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Tabla 18. Test de Tukey para el nimero de brotes.

TTRATAMIENTOS  Medias n E.E.

T2 1.22 160 0.06 A

T3 1.18 160 0.06 A

T1 1.02 160 0.06 A

T4 0.76 160 0.06 B

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0.01).

Tabla 19. Coeficiente de variacion para la longitud de brotes.
Variable N R? R2 Aj Ccv
Porcentaje 160 0.24 0.23 49.01

Tabla 20. Test de Tukey para la longitud de brotes.

TTRATAMIENTOS  Medias n E.E.

T3 1.66 160 0.09 A

T2 1.39 160 0.09 A B
T1 1.08 160 0.09 B
T4 0.77 40 0.09

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01).

Tabla 21. Coeficiente de variacion para el nimero de areolas por brote.
Variable N R2 R2 Aj CVv
Porcentaje 160 0.22 0.20 5.308

Tabla 22. Test de Tukey para el nimero de areolas por brote.

TTRATAMIENTOS Medias n E.E.

T3 1.86 160 0.13 A

T2 1.75 160 0.13 A B
T1 1.30 160 0.13 B
T4 0.80 160 0.13

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0.01).
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Tabla 23. Propiedades nutricionales del endospermo liquido de coco.

Propiedades nutricionales promedio reportadas para el
endospermo liquido de agua de coco (tamafio de porcion = 100 ml)

Componente Unidad Cantidad
Carbohidratos g 2.7
Proteinas g 0.3
Lipidos g 0.5
Cenizas g 0.4
Sacarosa g 3.0
Glucosa g 1.2
Fructosa g 1.8
Potasio mg 259.0
Cloro mg 119.5
Azufre mg 42.0
Calcio mg 31.6
Sodio mg 28.9
Magnesio mg 11.6
Aluminio mg 0.1
Zinc mg 0.0

Fuente: Usos, composicion y propiedades del agua de coco (Prades et al, 2012).
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ANEXO N°03. FLUJOGRAMAS

FLUJOGRAMA DE PREPARACION DE MEDIO
DE CULTIVO

Preparacion de
medio de cultivo

Disolucién del
[ Cocina eléctrica ] medio
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FLUJOGRAMA DE AUTIOCLAVADO Y
SOLIDIFICACION DEL MEDIO

(1 Qe

|

Autoclavado del )
medio

L R

[ Solidificacion ]

del medio
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FLUJOGRAMA DE ESTERILIZACION DE
MATERIALES

Esterilizacion en autoclave de los
materiales (envueltos en papel aluminio)

A4

[ Placas esterilizadas (en \

estufa) 180° por 2 horas con
20m
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FLUJOGRAMA DE MULTIPLICACION IN VITRO

Camara de flujo laminar en ]
uv

Y

Multiplicacion de los
cladodios en camara de
fluio laminar

Explantes establecidos en )
cada medio respectivo
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FLUJOGRAMA DE UBICACION DE LOS
TRATAMIENTOS EN CUARTO DE CRECIMIENTO

Tratamiento 1y 2 (rotulados
con fecha y N° de tratamiento
respectivamente)

[ Tratamiento 3 ]—»

Tratamiento 4 ]

SEm
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ANEXO N°04. GALERIA FOTOGRAFICA

Fotografia 1. Preparacion de los medios de cultlvos segun tratamiento; A: pesaje de las
sustancias utilizadas en cada tratamiento; B: medicién de pH de cada medio respectivo.

Fotografia 2. Dilucion de los medios de cultivo segun tratamiento 1, 2,3y 4, A=T1,B
=T2,C=T3y D = T4 respectivamente.
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Fotografia 3. Medios de cultivo puestos en autoclave. A: medios colocados en frascos
magenta después de su dilucion; B: medios puesto en la gradilla de autoclavado; C:
medios de cultivo en proceso de autolavado (durante 20 minutos a 120°c).

Fotografia 4. Multiplicacion in vitro. A: materiales utilizados en UV (20 m) previo a la
multiplicacion; B: Multiplicacion de la pitahaya amarilla en cada tratamiento.
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Fotografia 5. Tratamientos 1 y 2 instalados en cAmara de crecimiento in vitro.

Fotografia 6. Tratamiento 3 instalado en cdmara de crecimiento in vitro.
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Fotografia 8. Pitahaya amarilla establecido en medio de cultivo.
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Fotografia 10. Ausencia y presencia de callosidad. A: 0=NFC; B: 1 =LFC; C: 2=FC
y D: 3 = AFC. Resultados obtenidos por esta investigacion.
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Fotografia 11. Presencia y ausencia de raiz. Presencia de raiz en la imagen Ay B (T3),
y ausencia de raiz en la imagen Cy D (T1y T2). Segun escala presencia de raiz 100% y
ausencia de raiz 0%.

Fotografia 12. A: Formacion de brotes a partir de las areolas (T3) y B: brotes con
presencia de raiz (T3).
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Fotografia 13. Ay B Longitud de brotes a los 60 dias (T3).
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