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RESUMEN

El pitayo (Stenocereus stellatus) es una cactacea nativa de México, apreciada por sus frutos, los cuales tienen caracteristicas organo-
|épticas Unicas. Su propagacioén es por esquejes tomados de plantas adultas, generalmente silvestres, causando deforestacion de zonas
naturales. El objetivo fue definir el tipo y la dosis de citocininas asi como la concentracion de sacarosa que permita obtener mayor nu-
mero de plantas de pitayo in vitro. Se usaron semillas de frutos maduros de las cuales se obtuvieron plantulas para iniciar el incremento
de plantas. Para la multiplicacion de brotes se utilizaron plantulas de 2 a 3 cm de altura divididas en secciones de 1 cm, el medio fue
MS con 3 % de sacarosa; se evaluaron tres citocininas (kinetina, 6-benciladenina, y 2-isopentiladenina) en cinco concentraciones (2.2,
4.4,8.8,17.6 y 35.2 uM). Para el crecimiento de brotes se us6 medio MS con sacarosa (1, 2, 3, 4 y 5 %). En la aclimatacion se evalué
el efecto de la concentracion de sacarosa usada para el crecimiento de los brotes in vitro. Se observé que la concentracion de 17.6 uM
de 6-benciladenina ocasiond formacién de brotes en todos los explantes, los cuales tuvieron ocho brotes por explante. Los brotes desa-
rrollaron la mayor altura cuando fueron cultivados en 3 y 4 % de sacarosa. En aclimatacion sobrevivieron mas del 92 % de las plantas
trasplantadas a sustrato.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Cactaceae, citocininas, cultivo de tejidos, multiplicacion de plantas, pitaya.

In vitro CULTURE OF PITAYO (Stenocereus stellatus |Pfeiffer] Riccobono)

ABSTRACT

The pitayo (Stenocereus stellatus) is a cactus native to Mexico that is prized for its fruits, which have unique organoleptic characteristics.
It is propagated by cuttings taken from mature, usually wild plants, causing deforestation of natural areas. The objective of this study was
to identify the optimum ctyokinin type and dose, plus sucrose concentration, to obtain a greater number of pitayo plants in vitro. Seeds
from ripe fruits were used to obtain seedlings to initiate plant growth. For shoot multiplication, seedlings measuring 2 to 3 cm in height and
divided into 1-cm sections were used. MS medium with 3 % sucrose was used. Three cytokinins (kinetin, 6-benzyladenine, and 2-isopen-
tenyladenine) at five concentrations (2.2, 4.4, 8.8, 17.6 and 35.2 yM) were evaluated. For shoot growth, MS medium with sucrose (1, 2, 3,
4 and 5 %) was used. In plant acclimatization, the effect of the sucrose concentration used for in vitro shoot growth was assessed. It was
found that the concentration of 17.6 yM 6-benzyladenine caused shoot formation in all explants, with eight shoots per explant. The shoots
achieved the greatest height when grown in 3 and 4 % sucrose. Over 92 % of the plants transplanted to substrate survived acclimatization.

ADDITIONAL KEY WORDS: Cactaceae, cytokinins, tissue culture, plant multiplication, pitayo.
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INTRODUCCION

El pitayo (Stenocereus stellatus) es una especie
nativa de México (Bravo-Hollis, 1978); muestra amplia
variacién morfoldgica y tiene usos multiples, principalmente
para consumo de fruto, ademas del aprovechamiento de
los tallos para cercas vivas, control de erosion y como
combustible (Luna y Aguirre, 2001; Luna et al., 2001). Los
frutos generalmente son consumidos como fruta de mesa
o para elaborar agua fresca, helado, gelatina, mermelada
y licores (Martinez-Cardenas et al., 2007). La presencia de
fenoles en el fruto y su alta actividad antioxidante hacen de
este fruto una fuente importante de productos antioxidantes
para el humano (Beltran-Orozco et al., 2009). Esquivel
(2004) indica que la cascara de la pitaya puede ser fuente
de colorantes naturales.

La propagacion del pitayo se realiza por métodos
asexuales, mediante esquejes tomados de plantas adultas,
las cuales deben tener las caracteristicas deseadas por el
productor y estar libres de plagas y enfermedades; por
lo general, los esquejes son tomados de plantas madres
silvestres, causando deforestacion de zonas naturales
(Mercado y Granados, 2002). Las diversas especies de
pitayo se encuentran en forma silvestre desde el norte
hasta el sur de México. En la region de la Mixteca Baja,
en los estados de Puebla y Oaxaca, se encuentran tres
especies de pitayo; la principal es S. griseus (“pitaya
de mayo”), seguida por S. stellatus (“pitaya agria”) y S.
pruinosus (“cuapetla”) (Bravo-Hollis, 1978). En forma
cultivada se le localiza en dos grandes regiones; la principal
se ubica en el centro del pais en los estados de Querétaro,
Guanajuato, Michoacan y Jalisco; la segunda region
productora estd en la Mixteca Baja, en los estados de
Oaxaca y Puebla (Corrales-Garcia et al., 2003). Godinez-
Alvarez et al. (2008) y Alvarez-Aguirre y Montafia (1997)
identificaron, bajo condiciones naturales, que las plantas
de pitayo se reproducen en forma asexual, probablemente
debido a la baja germinacién de las semillas. Con fines de
cultivo comercial se recomienda utilizar tallos de 0.5 m de
longitud, que surgen del eje principal, a los cuales se les
corta la parte apical y son plantados en posicion vertical
(Lopez et al., 2000).

Respecto al cultivo in vifro de plantas cactaceas,
Ault y Blackmon (1987) propagaron in vitro Ferocactus
acanthodes usando explantes apicales provenientes de
semillas germinadas in vitro; la proliferacion de los brotes
axilares ocurri6 en el medio Murashige y Skoog (1962)
suplementado con 46.5 yM de kinetina y 5.4 yM de ANA.

Martinez-Vazquez y Rubluo (1989) lograron el
establecimiento in vitro de Mammillaria san-angelensis
mediante la germinacion de semillas; las plantulas obtenidas
se disectaron para usarse como explantes, y la brotacion
se obtuvo con 1.0 mg-L" de BAy 0.01 mg-L" de ANA. Por
su parte, Infante (1992) germiné semillas de Mediocactus
coccineus en medio MS en condiciones asépticas para su
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The pitayo (Stenocereus stellatus) is a species native
to Mexico (Bravo-Hollis, 1978). It shows wide morphologi-
cal variation and has multiple uses, mainly for fruit con-
sumption but the shoots are also used for “living fences”,
erosion control and as fuel (Luna and Aguirre, 2001; Luna
et al., 2001). The fruits are usually consumed as table fruit
or used to make refreshments, ice cream, jelly, jam and li-
queurs (Martinez-Cardenas et al., 2007). The presence of
phenols in the fruit and their high antioxidant activity make
this fruit an important source of antioxidant products for hu-
mans (Beltran-Orozco et al., 2009). Esquivel (2004) notes
that the pitayo skin can be a source of natural dyes.

Pitayo is propagated by asexual methods using
cuttings taken from mature plants which must have the
characteristics desired by the producer and be free of
pests and disease. The cuttings are usually taken from
mature wild plants, causing deforestation of natural areas
(Mercado and Granados, 2002). The various species
of pitayo are found in the wild from northern to southern
Mexico. In the Mixteca Baja region, in the states of Puebla
and Oaxaca, there are three species of pitayo: the main
oneis S. griseus (“pitayo de mayo”), followed by S. stellatus
(“sour pitayo”) and S. pruinosus (“cuapetla”) (Bravo-Hollis,
1978). In cultivated form, it is found in two main regions:
the larger one is located in the center of the country in the
states of Querétaro, Guanajuato, Michoacan and Jalisco,
and the second in the Mixteca Baja, in the states of Oaxaca
and Puebla (Corrales-Garcia et al., 2003). Godinez-
Alvarez et al. (2008) and Alvarez-Aguirre and Montafia
(1997) identified, under natural conditions, that pitayo
plants reproduce asexually, probably due to poor seed
germination. For cash crops, it is recommended to use 0.5
m-long shoots planted in an upright position with the apical
part (shoot tip) removed (Lépez et al., 2000).

Regarding the in vitro culture of cacti, Ault and Black-
mon (1987) propagated Ferocactus acanthodes in vitro us-
ing apical explants from seeds germinated in vitro; the pro-
liferation of axillary buds occurred on Murashige and Skoog
(1962) medium supplemented with 46.5 uM kinetin and 5.4
MM NAA.

Martinez-Vazquez and Rubluo (1989) achieved in vi-
tro establishment of Mammillaria san-angelensis by seed
germination; the seedlings obtained were dissected for use
as explants, and shoot emergence was obtained with 1.0
mgL"'BAand 0.01 mgL"' NAA. For his part, Infante (1992)
germinated Mediocactus coccineus seeds on MS medium
under aseptic conditions for use as inoculum, and obtained
apical buds from the seedlings with the use of 4.4 uM BA
and 0.27 yM NAA.

Martinez-Céardenas et al. (2007) planted “pitayo de
mayo” in vitro, and from epicotyls grown on Murashige and
Skoog (1962) medium, alone or with NAA, IAA, NAA-BA or
IAA-BA (0.1 mgL"), they obtained from two to four shoots
per epicotyl by using two auxins in combination with BA.
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utilizaciéon como inéculo, y obtuvo brotes de la parte apical de
las plantulas con el uso de 4.4 uM de BAy 0.27 uM de ANA.

Martinez-Cardenas et al. (2007) sembraron pitayo de
mayo in vitro, y a partir de epicétilos cultivados en medio
Murashige y Skoog (1962), sélo o con ANA, AlA, ANA-BA o
AIA-BA (0.1 mg-L"), obtuvieron de dos a cuatro brotes por
epicotilo al usar las dos auxinas en combinacion con BA.
Las plantas generadas en medio con AlA y AIA-BA tuvieron
la mejor sobrevivencia y crecimiento en condiciones de
suelo en camara de crecimiento (30 °C y 16 h luz), pero al
pasarlas a invernadero todas murieron.

Los productores de pitayo enfrentan dos problemas:
el primero es la dificultad de encontrar material vegetativo
de la especie con la calidad deseada (libre de plagas y
enfermedades y con las caracteristicas que requiere el
productor); el segundo es reunir la cantidad de material
vegetativo necesario para establecer la huerta (Mercado
y Granados, 2002). Estos problemas podrian solucionarse
en parte con la utilizacién de protocolos de cultivo in vitro,
ya que con la multiplicacion del pitayo mediante esta
técnica se tiene la posibilidad de hacer la propagacion
masiva de la especie con fines comerciales y asi cubrir la
demanda que existe por parte de los productores al ofrecer
plantas, esquejes y material vegetativo de alta calidad y
libre de plagas y enfermedades. Con base en lo anterior, el
objetivo fue definir el tipo y la dosis de citocininas asi como
la concentracién de sacarosa que permita obtener mayor
numero de plantas de pitayo in vitro.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en las instalaciones
del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Centro de
Investigacién en Biotecnologia de la Universidad Autbnoma
del Estado de Morelos, en Cuernavaca, Morelos, y en
el Laboratorio de Cultivo in vitro de la Especialidad de
Fruticultura en el Colegio de Postgraduados, en Montecillo,
Estado de México.

Material vegetal

Se colectaron vy utilizaron frutos maduros de
Stenocereus  stellatus, provenientes de plantas
seleccionadas por no presentar problemas fitosanitarios y
por tener caracteristicas de calidad del fruto deseables por
el consumidor (color rojo intenso, dulzura de 17° Brix, baja
acidez, etc.). Las semillas fueron extraidas de la siguiente
manera: se cortaron los frutos por la mitad, y con una
cuchara se extrajo la pulpa con las semillas; ésta se colocd
en un colador de malla fina y se puso bajo el chorro de
agua de la llave; se realizaron varios lavados hasta eliminar
la pulpa por completo (Figuras 1a, 1b, 1c). Las semillas
limpias se colocaron sobre papel estraza para su secado
a temperatura ambiente; una vez secas, se colocaron en
frascos de vidrio con tapa para su uso posterior.
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The plants generated on medium with IAA and IAA-BA had
the best survival and growth in soil conditions in a growth
chamber (30 °C and 16 h light), but when brought to the
greenhouse they all died.

Pitayo producers face two problems: the first is the
difficulty of finding plant material of the species with the
desired quality (free of pests and disease and with the cha-
racteristics required by the producer); the second is collec-
ting the amount of plant material needed to establish the
garden (Mercado and Granados, 2002). These problems
could be solved in part with the use of in vitro culture pro-
tocols, since the multiplication of pitayo using this techni-
que could enable mass propagation of the species com-
mercially and thus meet the demand that exists on the part
of producers to offer plants, cuttings and plant material of
high quality and free of pests and disease. Based on the
foregoing, the aim of this study was to identify the optimum
cytokinin type and dose, plus sucrose concentration, to ob-
tain more pitayo plants in vitro.

MATERIALS AND METHODS

The research was carried out at the Plant Biotech-
nology Laboratory operated by the Universidad Auténoma
del Estado de Morelos Biotechnology Research Center in
Cuernavaca, Morelos, and at the in vitro Culture Laboratory
operated by the Colegio de Postgraduados Fruit-Growing
Department in Montecillo, State of Mexico.

Plant Material

We collected and used mature Stenocereus stellatus
fruits from plants selected by virtue of not presenting phyto-
sanitary problems and by having fruit quality characteristics
desired by the consumer (bright red, 17 °Brix sweetness,
low acidity, etc.). The seeds were extracted as follows: the
fruits were cut in half, and using a spoon the pulp was ex-
tracted with the seeds. This material was placed in a fine-
mesh strainer and put under running tap water; several
washes were performed to completely remove the pulp (Fi-
gures 1a, 1b, 1c). The clean seeds were placed on brown
paper to dry at room temperature. Once dried, they were
placed in glass jars with a lid for later use.

Establishment of aseptic culture

To disinfest the seeds, only one treatment was
performed that consisted of applying sodium hypochlorite
at three sequenced concentrations, adding five drops
(0.5 mL) of Tween 20 per 100 mL of disinfectant solution.
The first concentration of NaOCIl was 1.2 %, in which
the seeds were soaked for five minutes and then the
solution was removed leaving only the seeds. The second
concentration was 0.6 %, applied for 10 minutes. The third
concentration was 0.3 % applied for five minutes, after
which the seeds were rinsed five times with sterile distilled
water, which was done to ensure the asepsis of all seeds.
Finally, the seeds were sown.
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FIGURA 1. Fases del cultivo in vitro de pitayo. a, b, c) Proceso de extraccion de semillas; d) Plantulas listas para usarse como donadoras de explantes;
e, f) Obtencion de explantes; g) Formacion de brotes a las ocho semanas en medio con 17.6 pM de BA; h) Crecimiento de brotes a las
ocho semanas de cultivo en medio con 3 % de sacarosa; i) Plantas aclimatadas.

FIGURE 1. Phases of in vitro culture of pitaya. a, b, c) Seed extraction process; d) Seedlings ready to be used as explant donors; e, f) Ob-
taining of explants; g) Shoot formation at eight weeks in medium with 17.6 yM BA; h) Shoot growth at eight weeks of culture in

medium containing 3 % sucrose; i) Acclimatized plants.

Establecimiento del cultivo aséptico

Para la desinfestacién de las semillas se realizo
solo un tratamiento que consistié en aplicar hipoclorito
de sodio en tres concentraciones secuenciadas,
adicionando cinco gotas (0.5 mL) de Tween 20 por
cada 100 mL de solucion desinfestante: la primera
concentracion de NaOCI fue 1.2 %, en la cual las
semillas estuvieron sumergidas durante cinco minutos
y posteriormente la solucion se eliminé dejando sdlo las
semillas; la segunda concentracion fue 0.6 %, aplicada
durante 10 minutos; la tercera concentracion fue 0.3 %
aplicada por cinco minutos; posteriormente se efectuaron
cinco enjuagues con agua destilada estéril; lo anterior
se hizo para asegurar la asepsia de todas las semillas;
finalmente se procedié a la siembra.

El medio de cultivo utilizado fue el MS (Murashige y
Skoog, 1962), suplementado con 100 mg-L-'de mio-inositol,

We used MS (Murashige and Skoog, 1962) culture
medium supplemented with 100 mgL" myo-inositol, 0.4
mg-L " thiamine-HCI, 2 % sucrose and 0.65 % agar; the pH
was adjusted to 5.7, and 20 mL of medium was used in
each culture jar. The medium was sterilized for 20 minutes
at 120 °C and 15 Ibiin”' pressure. In the laminar flow hood,
20 seeds were sown per jar, which were placed in an incu-
bation room where they remained for eight weeks. At this
stage, no assessment was made of the treatments as only
a disinfestation method was used.

The seedlings obtained were used to take the ex-
plants. Three experiments were conducted: shoot multipli-
cation, shoot growth and acclimatization, which are descri-
bed below.

Shoot multiplication

The culture medium used was Murashige and Skoog

Cultivo in vitro de Pitayo...



0.4 mg-L"de tiamina-HCI, 2 % de sacarosay 0.65 % de agar;
el pH se ajusté a 5.7. Se sirvieron volumenes de 20 ml de
medio en cada frasco de cultivo. La esterilizacion del medio
fue durante 20 minutos a 120 °C y 15 Ib-pulg? de presion.
En la campana de flujo laminar se sembraron 20 semillas
por frasco, los cuales fueron colocados en un cuarto de
incubacion, donde permanecieron durante ocho semanas.
En esta fase no se hizo evaluacién de tratamientos, ya que
so6lo se us6 un método de desinfestacion.

Las plantulas obtenidas fueron usadas para tomar los
explantes. Se efectuaron tres experimentos: multiplicacion
de brotes, crecimiento de brotes y aclimatacién, mismos
que se describen a continuacién.

Multiplicacién de brotes

El medio de cultivo empleado fue el de Murashige
y Skoog (1962), suplementado con 100 mg-L-' de mio-
inositol, 0.4 mg-L"' de tiamina-HCI, 2.2 yM de acido
3-indolbutirico y 3 % de sacarosa; se us6 0.7 % de
agar. Se probd el efecto de los tratamientos, los cuales
se formaron con las combinaciones de tres tipos
de citocinina: kinetina (Kn), 6-benciladenina (BA), vy
2-isopentiladenina (2-iP), las tres de la marca Sigma®,
con cinco concentraciones (2.2, 4.4, 8.8, 17.6 y 35.2
pMM). El pH se ajusté a 5.7 y se sirvieron volimenes de
20 ml en cada frasco de cultivo; el medio fue esterilizado
durante 20 minutos a 120 °C y 15 Ib-pulg? de presion.

Como explantes se utilizaron plantulas de 2 a 3 cm
de altura (Figura 1d); se sacaron del frasco de cultivo y
se les elimin6 la raiz y el apice del brote; se hicieron
cortes transversales para obtener secciones de 1 cm de
largo, mismas que fueron cortadas longitudinalmente,
obteniendo secciones de medio tallo (Figuras 1e y 1f); de
cada plantula se obtuvieron de cuatro a seis explantes
que fueron establecidos en los frascos de cultivo. Los
frascos con los explantes fueron colocados en un cuarto
de incubacion, en donde permanecieron durante ocho
semanas. Las condiciones de incubacion fueron las
siguientes: temperatura de 25 + 2 °C, con un fotoperiodo
de 16 h luz con intensidad luminosa de 29 pE-m?2-s™.

El experimento fue conducido en un disefio
experimental completamente al azar para estudiar 15
tratamientos, obtenidos de la combinacion de tres tipos de
citocinina (Kn, BA'y 2-iP) y cinco concentraciones de cada
unade ellas (2.2,4.4,8.8,17.6 y 35.2 uM): se establecieron
tres repeticiones por tratamiento y cuatro explantes por
unidad experimental.

Se evaluaron las variables dias a inicio de brotacion
(se contaron los dias transcurridos desde el establecimiento
del experimento hasta la aparicidon de brotes). A las ocho
semanas de iniciado el experimento, en cada unidad
experimental se registrd: numero de explantes con brotes,
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(1962), supplemented with 100 mgL" myo-inositol, 0.4
mg-L" thiamine-HCI, 2.2 uM indole-3-butyric acid and 3 %
sucrose, plus 7 % agar. We tested the effect of the treat-
ments, which were formed with combinations of three types
of ctyokinin: kinetin (Kn), 6-benzyladenine (BA), and 2-iso-
pentenyladenine (2-iP), all Sigma® brand, with five concen-
trations (2.2, 4.4, 8.8, 17.6 and 35.2 pM). The pH was ad-
justed to 5.7 and 20-ml volumes were used in each culture
jar; the medium was sterilized for 20 minutes at 120 °C and
15 Ibin? pressure.

Seedlings of 2 to 3 cm in height were used as explants
(Figure 1d). They were taken out of the culture jar and the
root and shoot apex were removed from them. Cross cuts
were made to obtain 1 cm-long sections, which were, in
turn, cut longitudinally to obtain half-stem sections (Figures
1e and 1f). Four to six explants were obtained from each
seedling and established in culture jars, which were placed
in an incubation room where they remained for eight weeks.
Incubation conditions were as follows: temperature of 25 +
2 °C, with a photoperiod of 16 h light with light intensity of
29 yE'm2-s,

The experiment was conducted in a completely ran-
domized experimental design to study 15 treatments, ob-
tained from the combination of three types of cytokinin (Kn,
BA and 2-iP) and five concentrations of each of them (2.2,
4.4,8.8,17.6 and 35.2 uM).

Three replicates were established per treatment and
four explants per experimental unit.

The variable days to the onset of shoot emergence was
assessed (days from the establishment of the experiment
until shoot appearance were counted). At eight weeks into
the experiment, the following were recorded in each experi-
mental unit: number of explants with shoots (the percentage
of explants that formed shoots was calculated by dividing ex-
plants with shoots by total explants multiplied by 100; num-
ber of shoots per explants (the number of shoots formed on
each explant was counted); shoot size, which was measured
with graph paper placed under a sterile petri dish.

The data obtained in percentage were transformed
using the formula: Y=arcsine Vx/100. With the data, an
analysis of variance and Tukey’s comparison of means test
(P<0.05) were performed using SAS statistical software
(SAS, 1998).

Shoot growth

The culture medium used was Murashige and Skoog
(1962), supplemented with 100 mgL™"' myo-inositol, 0.4
mgL" thiamine-HCI, 0.01 mgL" BA and five sucrose con-
centrations (1, 2, 3, 4 and 5 %); 0.7 % agar was used as
a gelling agent, and the pH was adjusted to 5.7. Volumes
of 20 mL were used per culture jar and the medium was
sterilized for 20 minutes at 120 °C and 15 Ibiin2 pressure.

The shoots generated in each of the explants in
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se calculd el porcentaje de explantes que formaron brotes
dividiendo explantes con brotes entre explantes totales
multiplicado por 100; numero de brotes por explante, se
conté el numero de brotes formados en cada explante;
tamafo de brotes, se midi6 con papel milimétrico el cual
fue colocado debajo de una caja de petri esterilizada.

Los datos obtenidos en porcentaje fueron
transformados mediante la férmula: Y=arcoseno x/100.
Con los datos se hicieron analisis de varianza y pruebas de
comparacion de medias por el método de Tukey (P<0.05),
con el programa estadistico SAS (SAS, 1998).

Crecimiento de brotes

El medio de cultivo utilizado fue el de Murashige y Skoog
(1962), suplementado con 100 mg-L-"de mio-inositol, 0.4 mg-L-
' de tiamina-HCI, 0.01 mg-L* de BAy cinco concentraciones de
sacarosa (1,2, 3,4y 5 %). Se us6 0.7 % de agar como agente
gelificante; el pH se ajusté a 5.7. Se sirvieron volumenes de
20 mL por frasco de cultivo y el medio se esterilizé durante 20
minutos a 120 °C y 15 Ib-pulg? de presion.

Los brotes generados en cada uno de los explantes
del experimento referido anteriormente, se cortaron desde
la base y fueron establecidos en el medio de cultivo para
promover su crecimiento. Se colocaron cuatro brotes por
frasco de cultivo, posteriormente fueron colocados en un
cuarto de incubacién, donde permanecieron durante ocho
semanas. Las condiciones de incubacién fueron 25 + 2
°C de temperatura, fotoperiodo de 16 h luz con intensidad
luminosa de 29 pE-m2-s™.

Se us6 un disefio experimental completamente
al azar para estudiar cinco tratamientos de sacarosa
(1, 2, 3, 4 y 5 %); se establecieron 10 repeticiones por
tratamiento; la unidad experimental fue un frasco con
cuatro brotes cada uno.

Ocho semanas después del establecimiento del
experimento se evaluo la altura y el diametro de los brotes,
usando un vernier digital. Se hicieron analisis de varianza 'y
prueba de comparacion de medias (Tukey, P<0.05), con el
programa estadistico SAS (SAS, 1998).

Aclimatacion

Todas las plantas obtenidas del experimento anterior
se sacaron de los frascos de cultivo, se lavaron con agua de
la llave hasta eliminar por completo el medio de cultivo en
las raices y se establecieron en charolas de 200 cavidades
que contenian una mezcla de sustrato preparado a base
de tepojal (sustrato de origen mineral) y peat-moss (1:1),
mojado a capacidad de campo.

El trasplante se hizo considerando el tratamiento de
sacarosa en el cual estuvieron en el experimento anterior.
Las plantas se cubrieron con domo transparente durante

the above-mentioned experiment were cut at the base
and established in the culture medium to promote their
growth. Four shoots were placed in each culture jar,
which were then placed in an incubation room where
they remained for eights weeks. The incubation condi-
tions were 25 + 2 °C temperature, 16 h light photoperiod
and light intensity of 29 yE-m2-s™.

A completely randomized experimental design was
used to study five sucrose treatments (1, 2, 3, 4 and 5 %);
ten replicates were established per treatment, and the ex-
perimental unit was a jar with four shoots in it.

Eight weeks after the establishment of the experi-
ment, shoot height and diameter were measured using a
digital vernier caliper. An analysis of variance and Tukey’s
comparison of means test (Tukey, P<0.05) were carried out
using SAS statistical software (SAS, 1998).

Acclimatization

All plants obtained from the previous experiment were
removed from the culture jars, washed with tap water to
completely remove the culture medium in the roots and es-
tablished in 200-cavity trays containing a substrate mixture
prepared from a tepojal base (mineral-origin substrate) and
peat-moss (1:1), wet to field capacity.

The transplant was done considering the sucrose
treatment which the plants were subjected to in the pre-
vious experiment. The plants were covered with a clear
dome for a week to promote their acclimatization as the
dome generates an environment of relatively high humidity.
Afterwards, the dome was removed and irrigation applied.
The subsequent irrigations were applied once a week or
every time the substrate was found with 65 % available
moisture. One week after removing the dome, the plants
were irrigated with fertilizer (Peter’s 20-20-20), applying 1
g per liter of water.

A completely randomized experimental design was
used to study the effect of five sucrose concentrations (1,
2, 3,4 and 5 %) used in the previous experiment to promote
plant growth. There were 10 replicates per treatment, and
the experimental unit consisted of four plants each.

Four weeks into the experiment, we evaluated the
survival rate, a variable that was transformed using the for-
mula Y=arcsine \Vx/100 in order to perform the analysis of
variance and Tukey’s comparison of means test (P<0.05)
with SAS statistical software (SAS, 1998).

RESULTS AND DISCUSSION

Establishment of aseptic culture

Seed asepsis was 80 %, and germination occurred
between 8 and 12 days after planting, obtaining 24 % ger-
mination. The low germination percentage obtained could
be explained by the action of some latency mechanism sin-
ce the mucilage that protects the seeds, which likely holds
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una semana para favorecer su aclimatacion, ya que el
domo permite que se genere un ambiente de humedad
relativa alta; transcurrido este tiempo, se retiré el domo y
se aplico riego. Los riegos posteriores se aplicaron una vez
por semana o bien cada vez que el sustrato se encontraba
con un 65 % de humedad aprovechable. Una semana
después de retirar el domo, se rego6 con fertilizante (peter’s
20-20-20), aplicando 1 g por litro de agua.

Se us6 un disefio experimental completamente al azar
para estudiar el efecto de cinco tratamientos de sacarosa
(1, 2, 3, 4 y 5 %) usados en el experimento anterior para
promover el crecimiento de las plantas. Se tuvieron 10
repeticiones por tratamiento; la unidad experimental
consistié de cuatro plantas cada una.

Cuatro semanas después de iniciado el experimento,
se evalud el porcentaje de sobrevivencia, variable que fue
transformada mediante la férmula: Y=arcoseno x/100,
para proceder a hacer el analisis de varianza y prueba de
comparacion de medias por el método de (Tukey P<0.05),
con el programa estadistico SAS (SAS, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento del cultivo aséptico

La asepsia de las semillas fue de 80 %; la germinacion
ocurrio entre los 8 y 12 dias después de la siembra,
obteniendo 24 % de germinacion. El bajo porcentaje de
germinacién obtenido podria explicarse por la accion de
algun mecanismo de latencia, pues no se habia eliminado
el mucilago que protege a las semillas, en el cual muy
probablemente existen inhibidores de la germinacién. En
estudios anteriores, se ha observado que la eliminacion del
mucilago de las semillas permite obtener germinacion del
100 % (datos no publicados).

Multiplicacién de brotes

En la mayoria de los explantes, la brotacion se
aprecié como pequenas protuberancias en las areolas
presentes en las secciones de tallos; los brotes
comenzaron a observarse a partir de los 11 dias del
establecimiento del experimento.

El inicio de brotaciéon fue afectado de manera
significativa por los tratamientos aplicados para la
multiplicacion de brotes (P <0.05), de tal manera que los
explantes cultivados en el medio con 2.2 yM de BA, 2.2,
17.6 y 35.2 yM de 2-iP tardaron més tiempo en iniciar la
formacién de brotes (16 y 18 dias) en comparacion con
aquéllos que fueron cultivados en el medio con 4.4, 8.8,
17.6 yM de BA y 8.8 uM de 2-iP que tardaron 11 y 12
dias en mostrar brotacion (Cuadro 1). Después de cuatro
semanas, los explantes cultivados en los diferentes
tratamientos hormonales mostraron clara diferenciacion
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germination inhibitors, had not been removed. Previous
studies have shown that removal of seed mucilage allows
for 100 % germination (unpublished data).

Shoot multiplication

In most of the explants, shoot emergence was seen
as small protuberances on the areolas present in the stem
sections; the shoots began to appear at 11 days into the
experiment.

The onset of shoot emergence was significantly af-
fected by the treatments applied for shoot multiplication
(P=<0.05), as the explants cultured in medium with 2.2 yM
BA, 2.2, 17.6 and 35.2 uM 2-iP took longer to initiate shoot
formation (16 and 18 days) compared with those grown in
medium with 4.4, 8.8, 17.6 yM BA and 8.8 uyM 2-iP that
took 11 and 12 days to show shoot emergence (Table 1).
After four weeks, explants cultured in different hormonal
treatments showed clear differentiation of shoots, some of
which already showed the presence of spines (Figure 1g).

With regard to the explants with shoots, the hormon-
al treatments had no effect. All explants (100 %) formed
shoots in ten of the fifteen treatments, among which were
the five media containing BA. Although there were no sta-
tistical differences, the culture media that induced the least
shoot emergence in the explants were those supplemented
with 2.2 and 4.4 uM kinetin and 2.2 yM 2-iP (Table 1).

In terms of shoots per explant, the effect of the cytoki-
nin treatments was significant (P<0.05). The culture media
which recorded the greatest number of shoots (5.2 to 8)
were those containing 17.6 and 35.2 yM BA, and 17.6 uM
2-iP. By contrast, the lowest number of shoots per explant
was obtained when grown in any of the concentrations of
Kn, 2.2, 4.4 yM BA, 2.2, 4.4 and 8.8 uyM 2-iP. The shoot
results per explant concur with those obtained by Martinez-
Vazquez and Rubluo (1989), Infante (1992) and Mohamed-
Yansseen (1995), who obtained the highest shoot forma-
tion percentages by using BA and 2-iP in combination with
low auxin levels for different species of cacti. Unlike the
results obtained in this study, Ault and Blackmon (1987),
Ortiz-Montiel and Alcantara (1997) report the highest shoot
emergence percentages by using kinetin for Ferocactus
acanthoides and Lophophora williamsii, respectively.

Clayton et al. (1990) mention that the use of cytokinins
for cactus propagation has been largely handled at different
concentration ranges, as well as in various combinations,
and that the morphogenic response depends on biological
factors (species, explant type and size, explant age, lev-
el of endogenous hormone concentration, life style, etc.)
and environmental factors (composition of culture medium,
number of subcultures, growth regulator type and concen-
tration, incubation time and conditions). Similarly, Chavez
et al. (2001) indicate that the required cytokinin and auxin
levels must be tested experimentally for each species; in
this respect, George and Sherrington (1984) note that cy-
tokinin/auxin combinations are often used in the multipli-
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de brotes, algunos de los cuales ya mostraban presencia
de espinas (Figura 1g).

Con respecto a los explantes con brotes, no hubo
efecto de los tratamientos hormonales. Todos los explantes
(100 %) formaron brotes en diez de los quince tratamientos,
dentro de los cuales estuvieron los cinco medios que
contenian BA. Aunque sin diferencias estadisticas, los
medios de cultivo que indujeron menos brotacion en los
explantes fueron aquéllos suplementados con 2.2 y 4.4 uM
de kinetinay 2.2 yM de 2-iP (Cuadro 1).

En cuanto a brotes por explante, el efecto de los
tratamientos con citocininas fue significativo (P<0.05). Los
medios de cultivo en los que se registrd6 mayor numero
de brotes (5.2 a 8) fueron los que contenian 17.6 y 35.2
MM de BA, asi como el 17.6 uM de 2-iP. En contraste, la
menor cantidad de brotes por explante se obtuvo cuando
fueron cultivados en cualquiera de las concentraciones
de Kn, 2.2, 4.4 uM de BA, 2.2, 4.4 y 8.8 uM de 2-iP. Los
resultados de brotes por explante concuerdan con lo
obtenido por Martinez-Vazquez y Rubluo (1989), Infante
(1992) y Mohamed-Yansseen (1995), quienes obtuvieron
los porcentajes mayores de formacion de brotes al utilizar
BA y 2-iP en combinacién con bajos niveles de auxinas
para diferentes especies de cactaceas. A diferencia de lo
obtenido en esta investigacion, Ault y Blackmon (1987),
Ortiz-Montiel y Alcantara (1997) reportan los mejores
porcentajes de brotacion al utilizar kinetina para Ferocactus

cation stage, although in some cases it may be better to
use cytokinins alone. With regard to shoot height, cytoki-
nin treatments had a significant effect £<0.05. The tallest
shoots (5.5 mm) were obtained with 4.4 uyM 2-iP; by con-
trast, the shortest shoots were formed in culture medium
with 8.8 and 35.2 uyM Kn, and were statistically equal to
those of 35.2 yM BA, 2.2 and 35.2 uM 2-iP (Table 1). It is
likely that the results were affected by the close relationship
that exists between the number of shoots generated and
their height, because if an explant produces fewer shoots
it is almost certain that they will be of better quality (greater
height, diameter and thickness) in comparison with an ex-
plant that uses a greater amount of energy and nutrients to
form a greater number of shoots, although these are small-
er; this is what happened when 4.4 uM 2-iP was used, as it
obtained the greatest height, but only generated 1.5 shoots
per explant.

Shoot growth

Shoot height was significantly affected (P<0.05) by su-
crose concentration. Plants grown in medium with 3 % su-
crose showed greater height, followed by those grown with
4 % carbohydrate (Figure 1h); the concentrations that led

to lesser shoot growth were 5 and 2 % sucrose (Table 2).

With regard to shoot diameter, the highest values
were 4.9 and 5.9 mm obtained with 1, 2, 3 and 4 % sucrose;
medium supplemented with 5 % sucrose showed smaller-
diameter shoots (Table 2). This response can be explained

CUADRO 1. Efecto de tipo y concentracion de citocininas en la multiplicacion de brotes de pitayo.

TABLE 1. Effect of cytokinin type and concentration on shoot multiplication in pitayo.

Tipo y concentracion de Inicio de brotacion

Explantes con

Brotes por explante Altura de brotes

citocininas (dias) brotes (NGm.) (mm)
(uM) (%)
Kn 2.2 14.6 bc 75.0 a 2.3cd 3.4 bc
Kn 4.4 13.0 bc 75.0 a 3.4 bcd 42b
Kn 8.8 13.6 bc 916 a 3.5 bcd 20e
Kn 17.6 13.3 bc 100 a 3.1 bed 39b
Kn 35.2 13.6 bc 100 a 3.2 bed 2.7 cde
BA 2.2 18.6 a 100 a 1.5d 4.2b
BA 4.4 1.6 ¢ 100 a 3.4 bcd 3.2 bcd
BA 8.8 123 ¢ 100 a 4.9 bc 40b
BA 17.6 12.0 ¢ 100 a 8.0a 3.3 bed
BA 35.2 14.3 bc 100 a 5.2ab 2.5de
2-iP 2.2 17.0 ab 75 a 1.1d 2.5 de
2-iP4.4 13.6 bc 100 a 1.5d 55 a
2-iP 8.8 12.0 ¢ 100 a 3.7 bed 3.6 bcd
2-iP17.6 16.6 ab 100 a 5.4 ab 3.7 bc
2-iP 35.2 17.0 ab 83.3 a 5.0 bc 2.6 cde
DMS 413 25.07 2.84 1.1
CV (%) 9.64 8.92 25.39 8.92
Promedio 14.24 93.30 3.70 3.46

DMS: Diferencia minima significativa; CV: Coeficiente de variacién. Valores con la misma letra en el sentido de las columnas son estadisticamente iguales, de acuerdo con la prueba de Tukey a una

P<0.05.

DMS: Spanish acronym for least significant difference, CV: Coefficient of variation. Values with the same letter within each column are not statistically different according to Tukey’s test at P<0.05.
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acanthodes y Lophophora williamsii, respectivamente.

Clayton et al. (1990) mencionan que la utilizacion
de citocininas para la propagacion de cactaceas ha
sido ampliamente manejada a diferentes rangos de
concentracion, asi como en varias combinaciones, y que
la respuesta morfogenética depende de factores bioldgicos
(especie, tipo y tamafo de explante, edad del explante, nivel
de concentracion enddgena de la hormona, forma de vida,
etc.) y de factores ambientales (composiciéon del medio
de cultivo, numero de subcultivos, tipo y concentracion
de regulador de crecimiento, tiempo y condiciones de
incubacion). De igual forma, Chavez et al. (2001) sefalan
que los niveles de citocinina y auxina requeridos deben ser
probados experimentalmente para cada especie; a este
respecto, George y Sherrington (1984) sefalan que en la
etapa de multiplicaciéon se suelen utilizar combinaciones de
citocininas y auxinas, aunque en algunos casos puede ser
mejor el uso de citocininas solas.

Con relacién a la altura de los brotes, se observé
efecto significativo (P<0.05) de los tratamientos con
citocininas. Los brotes mas altos (5.5 mm) se obtuvieron
con 4.4 uM de 2-iP; en contraste, los brotes mas pequefios
correspondieron a los formados en el medio de cultivo con
8.8 y 35.2 uM de Kn, mismos que fueron estadisticamente
iguales a los de 35.2 pM de BA, 2.2 y 35.2 uyM de 2-iP
(Cuadro 1). Es probable que los resultados obtenidos
hayan sido afectados por la estrecha relacién que existe
entre el numero de brotes generados y la altura de éstos,
ya que si un explante origina menor niumero de brotes
es casi seguro que éstos seran de mejor calidad (mayor
altura, diametro y consistencia) en comparaciéon con un
explante que utiliza mas cantidad de energia y nutrientes
en formar mayor cantidad de brotes, aunque éstos sean
de tamafio menor; esto fue lo que ocurri6 cuando se
usaron 4.4 uyM de 2-iP, ya que se obtuvo la mayor altura,
pero solo se generaron 1.5 brotes por explante.

Crecimiento de brotes

La altura de los brotes fue afectada de manera
significativa (P<0.05) por la concentracién de sacarosa.
Las plantas cultivadas en el medio con 3 % de sacarosa
mostraron altura mayor, seguidas por aquellas cultivadas
con 4 % del carbohidrato (Figura 1h); las concentraciones
que originaron menor crecimiento de brotes fueron
sacarosa al 5y 2 % (Cuadro 2).

En cuanto al diametro de los brotes, los valores mas
altos fueron de 4.9 a 5.9 mm obtenidos con 1,2, 3,y4 %
de sacarosa; el medio suplementado con sacarosa al 5 %
mostré los brotes con menor diametro (Cuadro 2). Esta
respuesta puede ser explicada por el efecto inductor de
este carbohidrato a bajas concentraciones, lo que resulta
en un potencial osmético menos negativo en el medio,
estimulando la division y el alargamiento celular por mayor
absorcion de agua y nutrientes del medio de cultivo;
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by the inductive effect of this carbohydrate at low concen-
trations, resulting in a less negative osmotic potential in the
medium, stimulating cell division and elongation by increa-
sed absorption of water and nutrients from the culture me-
dium; however, increasing the sucrose concentration in the
culture medium produces greater dry mass accumulation in
the shoots formed (Mugica and Mogollon, 2004).

Another aspect worth mentioning is that at the time
of transplantation to soil, plants from the medium with 5 %
sucrose showed flaccid, dark-green tissue (signs of water
stress) in contrast with the other plants that showed firm,
light-green tissue. This can be attributed to the osmotic po-
tential of the medium, as the high sucrose concentration
made the medium become hyperosmotic, which resulted in
the shoots being unable to absorb more water and nutrients
from the medium, which is why the shoots were smaller.
The results agree with those reported by Sanchez-Moran
and Pérez-Molphe-Balch (2007), who promoted the growth
of Browningia candelaria shoots by culturing them in MS
(1962) medium with 30 gL sucrose and 2 gL' activated
carbon for 30 to 40 days; however, they do not report how
much the shoots grew.

Acclimatization

The transplanted plants responded successfully to the
acclimatization process (Figure 1i), showing a higher sur-
vival rate and better growth when they came from the cul-
ture medium with 1 to 3 % sucrose (Table 3). By contrast,
when they came from the medium with 4 and 5 % sucrose,
they had losses of 7.5 and 10 %, respectively. In general,
we had good survival rates that were similar to those ob-
tained by Sanchez-Moran and Pérez-Molphe-Balch (2007),
who obtained 87 % acclimatization of Browningia cande-
laria plants.

CONCLUSIONS

Based on research conditions, study factors and lev-
els, it is concluded that the greatest number of shoots was
obtained with 17.6 yM 6-benzyladenine; shoot growth was
better when using 3 and 4 % sucrose in the culture me-
dium, whereas acclimatization was better when the plants
came from culture with 1 to 3 % sucrose.
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CUADRO 2. Efecto de la concentracion de sacarosa en el crecimien-
to de brotes de pitayo.

TABLE 2. Effect of sucrose concentration on pitayo shoot growth.

Altura del brote

Sacarosa Diametro del brote
(%) (mm) (mm)
1 20.76 b 59 a
2 19.72 bc 51 a
3 2345 a 51 a
4 21.97 ab 52 a
5 18.30 ¢ 40 b
DMS 2.33 1.09
CV (%) 8.81 17.0
Promedio 20.84 5.0

DMS: Diferencia minima significativa; CV: Coeficiente de variacién. Valores con la misma letra
dentro de columnas son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una
P<0.05.

DMS: Spanish acronym for least significant difference; CV: Coefficient of variation. Values with the
same letter within columns are statistically equal according to Tukey’s test at P<0.05.

aunque con el aumento de la concentracion de sacarosa
en el medio de cultivo se produce mayor acumulacién de
masa seca en los brotes formados (Mugica y Mogolldn,
2004).

Otro aspecto que es importante mencionar es que
al momento de realizar el trasplante a suelo, las plantas
provenientes del medio con 5 % de sacarosa presentaron
tejido flacido y de color verde oscuro (signos de estrés
hidrico) en contraste con las demas plantas que presentaban
consistencia firme y color verde claro. Esto puede ser
atribuido al potencial osmético del medio de cultivo, ya que
la concentracion elevada de sacarosa hizo que el medio se
volviera hiperosmatico, lo que provocd que los brotes no
pudieran absorber mas agua y nutrientes del medio, por
lo que los brotes fueron mas pequefos. Los resultados
obtenidos concuerdan con lo reportado por Sanchez-Moran
y Pérez- Molphe-Balch (2007), quienes promovieron el
crecimiento de brotes de Browningia candelaria al cultivarlos
en medio MS (1962) con 30 g-L" de sacarosa y 2 g-L"'de
carbon activado durante 30 a 40 dias; sin embargo, no
reportan cuanto crecieron los brotes.

Aclimatacion

Las plantas trasplantadas respondieron exitosamente
al proceso de aclimatacién (Figura 1i); se observd mayor
porcentaje de sobrevivencia y mejor crecimiento cuando

CUADRO 3. Efecto de la sacarosa en la sobrevivencia de plantas de
pitayo en aclimatacién.

TABLE 3. Effect of sucrose on survival of pitayo plants in acclimatization.

Sacarosa usada para crecimiento

(%)

Sobrevivencia (%)

1 100.0 a
2 95.0b
3 96.0 ab
4 92.5 bc
5 90.0¢c
DMS 4.0
CV (%) 5.8
Promedio 94.7

las plantas provenian de medio de cultivo con 1 a 3 %
de sacarosa (Cuadro 3); en cambio cuando provenian
del medio con 4 y 5 % se tuvieron pérdidas de 7.5y 10
%, respectivamente. En general, se tuvieron buenos
porcentajes de sobrevivencia, similares a los obtenidos
por Sanchez-Moran y Pérez- Molphe-Balch (2007),
quienes obtuvieron 86 % de aclimatacion de plantas de

Browningia candelaria.

CONCLUSIONES

Con base en las condiciones de investigacion, factores
y niveles de estudio, se concluye que el mayor niumero
de brotes se obtuvo con 17.6 uM de 6-benciladenina;
el crecimiento de los brotes fue mejor al usar 3y 4 %
de sacarosa en el medio de cultivo, mientras que la
aclimatacion fue mejor cuando las plantas provenian de
cultivo con 1 a 3 % de sacarosa.
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