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RESUMEN EJECUTIVO

El estudio consistié en evaluar sistemas biotecnologicos de pitahaya como sustituto
alimentario. La agricultura celular brinda soluciones alimentarias y aumenta la

produccion a gran escala, estas tecnologias estan surgiendo como una alternativa
innovadora de alimentos del futuro.

Se realiz6 un tratamiento de semillas de pitahaya (solucion &cida y bésica, agua e
incubacion.), que permitio el desarrollo de plantulas in vitro. Una vez obtenidas las
plantas, se indujo la callogénesis, con la optimizacion de medios de cultivo, en base a
la composicion de Murashige - Skoog y Gamborg, y diferentes fitohormonas:
citoquininas  (6-Bencilaminopurina y  Kkinetina), auxinas  (acido  2,4-
diclorofenoxiacético y acido naftalenacético). Labiomasa obtenidapermitio establecer
suspensiones celulares, e identificar la curva de crecimiento. Finalmente, se comparo
las propiedades nutricionales del cultivo celular con la fruta.

Los resultados sugieren que para eliminar el mucilago de las semillas se deben
sumergir en agua por 1 h. Ademas, el medio idoneo de callogénesis es Gamborg con
2 mg por L de &cido naftalenacético y 1 mg por L de Kinetina. En las suspensiones
celulares se observé mayor contenido de fenoles y antioxidantes a los 14 dias con
34,074 mgGAE por gy 32,901 por ciento respectivamente, mientras que a los 21 dias
se obtuvo un alto valor de flavonoides: 29,465 mgQE por g. Finalmente, el perfil
nutricional del cultivo celular muestra valor caracteristico en fibra 2,53 por ciento y
proteina 1,61. Por tanto, las células tienen propiedades nutricionales significativa, que

podrian constituir un sustituto alimentario.

Palabras clave: sistemas biotecnoldgicos, pitahaya, sustituto alimentario, Hylocereus

megalanthus.
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ABSTRACT
The study consisted of evaluating biotechnological systems of pitahaya as a food
substitute. Cellular agriculture provides food solutions and increases large-scale
production; these technologies are emerging as an innovative food alternative of the

future.

A treatment of pitahaya seeds (acid and basic solution, water and incubation) was
developed, which allowed the development of seedlings in vitro. Once the plants were
obtained, callogenesis was induced, with the optimization of culture media, based on
the composition of Murashige - Skoog and Gamborg, and different phytohormones:
cytokinins (6-Benzylaminopurine and Kkinetin), auxins (2,4-dichlorophenoxyacetic
acid and naphthaleneacetic acid). The biomass obtained allowed the establishment of
cell suspensions and the identification of the growth curve. Finally, the nutritional
properties of the cell culture were compared with the fruit.

The results suggest that to remove the mucilage from the seeds, they should be
immersed in water for 1 h. In addition, the ideal medium for callogenesis is Gamborg
with 2 mg per L of naphthaleneacetic acid and 1 mg per L of kinetin. In the cell
suspensions, higher phenol and antioxidant contents were observed at 14 days with
34.074 mgGAE per g and 32.901 percent respectively, while at 21 days a high value
of flavonoids was obtained: 29.465 mgQE per g. Finally, the nutritional profile of the
cell culture shows characteristic value in fiber 2.53 percent and protein 1.61.
Therefore, the cells have significant nutritional properties, which could constitute a
food substitute.

Key words: biotechnological systems, pitahaya, food substitute, Hylocereus
megalanthus.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

Lafrutadel dragon (Hylocereus spp.) también conocida como pitahaya es una fruta
exotica tropical originaria de América, es apreciada por los numerosos beneficios
que posee la pulpa. Especificamente, la pitahaya amarilla (Hylocereus
megalanthus) es una fruta que ha llegado a tener un interés comercial a nivel
nacional e internacional y una amplia fama en sectores agricolas o investigacion

por sus ventajas nutricionales y sus acciones farmacologicas (Angonese et al.,
2021; Mallap-Detquizan et al., 2022a).

Esta fruta es una fuente rica de vitaminas (C, B1, B2, B3, niacina, piridoxina y
cobalamina), minerales (sodio, potasio, calcio, hierro, fosforo y zinc),
carbohidratos, fibra, proteinas y antioxidantes (Ibrahim et al., 2018). La demanda
de esta fruta se ha elevado y por tanto se necesita poner en marcha metodologias
que suplan esta demanda (Mallap-Detquizan et al., 2022a)

A estos factores se suma el aumento de la poblacion mundial, que, de acuerdo con
estimaciones, para mitad de siglo afectara los alimentos disponibles en el mundo.
Se estima que la demanda de productos agricolas superara entre un 60 y 70%
(FAO, 2017). Ademas, la tierra agricola se puede incrementar en tan solo un 2%
del &rea total de la tierra, debido a la industrializacion, crecimiento demogréafico y

cambio climatico que deterioran las condiciones del suelo (Nordlund et al., 2018)

Actualmente, la produccion de plataformas biotecnolégicas como cultivos
celulares u érganos vegetales esta en la mira dentro de las nuevas tecnologias para
la produccién de alimentos (Ritala et al., 2022). Ante ello se tiene a los alimentos
funcionales de origen vegetal, fundamentales dentro de la dieta humana porque

proporcionan nutrientes y compuestos bioactivos que son benéficos para la salud
(Fernandes et al., 2019).

El cultivo de células vegetales es un nuevo planteamiento para la produccion de
alimentos a base de plantas (Nordlund et al., 2018; Ritala et al., 2022). Esta

alternativa de alimentos se centra en la generacion de callos que son una masa de
1



células somaticas no diferenciadas de una planta. La induccion de callo es una
desdiferenciacion y division celular intensiva que depende del explante, medio de
cultivo y la combinacion o concentracion de fitohormonas. Para el proceso de
induccién de callo se utilizan hojas, foliolos y tallos de plantas (Aparecida
Rodrigues et al., 2022; Hernandez-Amasifue et al., 2021).

Estos cultivos han sido utilizados para la produccion comercial de productos:
fitoquimicos, farmacéuticos, pigmentos e ingredientes para cosméticos y
alimentos. Bajo este contexto, la biomasa que se genera por esta técnica podria ser
considerada incluso como un posible sustituto alimenticio, sin embargo, existen
pocas aplicaciones reportadas que apliquen a estos cultivos o sus extractos como
alimento (Molkanova et al., 2019). A pesar de ello, las pocas investigaciones han
demostrado que las células vegetales indiferenciadas como sustituto alimentario
son prometedoras por el buen valor nutricional que contienen. Esta aplicacion, abre
posibilidades en sitios donde la agricultura llega a estar restringida ya sea por el
espacio o las condiciones climéaticas (Hakkinen et al., 2020).

La agricultura celular es tema de investigacion actual debido a que se basa en la
obtencion de productos alimentarios usando células, con la finalidad de disminuir
el impacto ambiental, generando alimentos puros e inocuos, los mismos que
pueden mejorar sus propiedades nutracéuticas (Moldes, 2018). Dichos productos
son deinvestigacion ya que no Unicamente se espera que contengansu mismo valor
nutricional, sino que sean econdmicamente viables y de impacto dentro de la
sociedad (Rodriguez Beraud et al., 2018).

El presente trabajo propone evaluar cualitativamente los sistemas biotecnoldgicos
de la pitahaya (H. megalanthus) a partir de la generacion de células en dos medios
de cultivo para estimar las propiedades nutricionales, con el propdsito de comparar
con la fruta y establecer la posibilidad de un sustituto de la misma.



1.1.1. La pitahaya, origen y distribucién

La pitahaya o tambiéen conocida como la frutadel dragon, es una fruta exdtica
originaria de la parte sur de México, Centro América y gran parte de
Sudameérica. Del mismo modo, la pitahaya puede crecer en otros paises como:
China, Australia, Estados Unidos (Florida y California), Israel, Vietnam,
Indonesiay Taiwéan. Esta planta ha llegado a tener un interés comercial a nivel
nacional e internacional, asi como también, una amplia fama en sectores
agricolas o investigacion por sus ventajas nutricionales y sus acciones
farmacoldgicas (Ibrahim et al., 2018; INIAP, 2020; Mercado-Silva, 2018).

1.1.2. La pitahaya en el Ecuador

Se tiene evidencia que la pitahaya fue colectada en 1983 especificamente en
los alrededores del rio Yasuni. Esta fruta es cultivada en: el noroccidente de la
provincia de Pichincha, Loja, Morona Santiago, Sucumbios, Orellana e
Imbabura. La pitahaya amarilla (H. megalanthus) es la especie que
comunmente se cultiva en el pais. Siendo asi que existen dos variedades de la
fruta que se las denominan “ecotipos”. La primera variedad se la conoce como
“Nacional” o “Pichincha”, las mismas llegan a pesar alrededor de unos 150 g
y se cultivan en el noroccidente de Pichincha. Por ltimo, se tiene a la segunda
variedad conocida como ‘“Palora”, su fruto pesa alrededor de 350 g y es
cultivada en la provincia de Morona Santiago en el canton Palora (INIAP,
2020; Sotomayor et al., 2019).

En el pais no existe suficiente informacion con respecto a evaluaciones de
calidad de la fruta, a pesar de ello, se ha encontrado que el ecotipo “Palora” de
la pitahaya presenta mejores caracteristicas fisicoquimicas como la
consistencia del fruto (firmeza), cantidades de vitamina C, pH, polifenoles y
capacidad antioxidante. Es por ello que esta variedad de pitahaya resulta ser

mas exportada a comparacion de la variedad “Pichincha” (Sotomayor et al.,
2019).



1.1.3. Taxonomia

La planta de pitahaya pertenece al genero Hylocereus y a la familia de las
Cactaceae. Existen diferentes especies de esta fruta (Figura 1), se distinguen
por medio del color del frutoy de la pulpa: H. megalanthus (pulpa blanca y
fruto amarillo); H. polyrhizus (pulpa roja y fruto rosado) y H. undatus (pulpa
blanca y fruto rosado) (Ibrahim et al., 2018).

Figura 1.

Variedades existentes de pitahaya (Hylocereus sp) - fruta

H. POLYRHIZUS H. UNDATUS H. MEGALANTHUS H. PURPUSII

H. OCAMPONIS H. TRIGONUS

H. TRIGONUS

Fuente: (Ibrahim et al., 2018)

1.1.4. Caracteristicas fisicoquimicas y valor nutricional

La pitahaya es conocida por su riqueza en antioxidantes y su contenido de
proteinas, aminoacidos, azlcares solubles y minerales en combinacion con
otros compuestos bioactivos, es por ello que la pitahaya posee un alto valor
nutricional (Usaga et al., 2022). La pulpa de la pitahaya representa de un 60%
a un 80% del peso total de la fruta madura. Los carbohidratos que contiene la
pulpa de la pitahaya son representados mayormente por la pectina (compuesta
por galactosa y arabinosa) y fibra dietética que se considera un ingrediente
alimentario con actividades prebiéticas, ya que su consumo contribuye a

mejorar el microbioma intestinal. (Jiang et al., 2021; Mercado-Silva, 2018).



De la misma forma, la pulpa contiene componentes que poseen actividad
bioldgica. Estos componentes son conocidos como antioxidantes, estos han
despertado el interés en la industria y la salud. Esto se debe a que los
antioxidantes contribuyen al mantenimiento de la salud y la proteccion de
enfermedades coronarias y cancer (Ibrahim et al., 2018). Ademas, se tienen a
los compuestos fendlicos que son los metabolitos secundarios mas abundantes
en las frutas y su presencia esta relacionada al contenido total de compuestos

fendlicos en la pulpa (Angonese et al., 2021).

1.1.5. Micropropagacion de la pitahaya.

La micropropagacion consiste en la produccion masiva de plantas
genéticamente similares, a partir de explantes de la planta madre logrando una
descendencia uniforme (Qiansheng et al., 2021). El proceso de propagacion in
vitro permite conseguir cultivos libres de patdgenos con caracteristicas
genéticamente especificas por medio de la adecuacion de las condiciones
necesarias para el desarrollo del explante dentro de un medio nutritivo
(Renneberg, 2023).

El cultivo in vitro conserva la integridad genética de las especies vegetales vy,
ademas, es una alternativa al cultivo en campo. Esto se debe a que mejora el
retardo en la produccion y la vida Gtil de las plantas de pitahaya (Qiansheng et
al., 2021).

La micropropagacion de H. megalanthus se realiza mediante esquejes de
plantas (Figura 2) provenientes desemillas germinadas in vitro, las mismas que
originan nuevos brotes para el crecimiento de una planta madura (Montiel-
Frausto et al., 2016).



Figura 2.

Proceso de micropropagacion de pitahaya.

Nota: A. Plantulas, B. Fragmentos de cladodioy hojas, C. Tallo para la obtencién de
explantes y segmentos separados para su traslado a cultivo, D. Planta madura de
pitahaya amarilla (Suarez Romén et al., 2015).

1.1.6. Células vegetales

Un callo es un conjunto de células no diferenciadas que se desarrollan en un
medio so6lido, que se utiliza como punto de partida para crear suspensiones
celulares (Hernandez-Amasifuen et al., 2021). Las células vegetales son de
gran importancia cientifica por que aportan al estudio de su funcion
morfoldgica y bioquimica, conociendo la utilidad de los compuestos que
presentan las plantas y el interés que pueden llegar atener a nivel nutricional y

farmacoldgico (Alcantara et al., 2017).

Las primeras investigaciones realizadas de cultivos celulares vegetales en
suspension permitieron conocer los aspectos del cultivo, es decir, su actividad
metabdlica y fisiologica. Ademds, permite optimizar las condiciones del
cultivo para el desarrollo de biomasa y la produccion de metabolitos
secundarios (Renneberg, 2023).



1.1.7. Perspectivas a futuro

Larevolucion alimentaria y el futurode la produccién de alimentos han llegado
mediante los alimentos celulares. La agricultura celular es una herramienta para
desarrollar soluciones alimentarias y aumentar la produccion a gran escala
(FAO, 2021).

La produccion de alimentos a través de la agricultura celular esta surgiendo
como una alternativa innovadora. Actualmente se han lanzado al mercado los
primeros productos de consumo y se estan desarrollando diversos proyectos en
todo el mundo para investigar las posibilidades que ofrecen los alimentos
celulares (Nordlund et al., 2018).

Actualmente, la aplicacion del cultivo celular ha estado ganando terreno en la
llamada agricultura celular. Estudios del Centro de Investigacion Técnica VTT
de Finlandia han demostrado que los cultivos celulares vegetales abren paso

hacia la produccion sostenible de alimentos (Rischer, 2021).

Bajo la mano de VTT nace el proyecto: “VTT Cellular Food” que se basa en el
cultivo de células vegetales en fermentadores con el fin de producir
ingredientes alimenticios (VTT Research, 2022). Es asi que, el trabajo de
investigacion por parte de este proyecto comenzé con cultivos celulares de café
para: instaurar lineas celulares, adaptar las células a un biorreactor para
producir una biomasa considerable y a partir de ello disefiar un proceso de
tostado. El resultado de esto fueron las primeras muestras de café cultivado en
laboratorio con el mismo sabor y olor del café convencional (Rischer, 2021;
VTT Research, 2022).



1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Evaluar los sistemas biotecnolégicos de la pitahaya (Hylocereus
megalanthus) para constituir un sustituto alimentario mediante la valoracion

de sus propiedades nutricionales.
1.2.2. Objetivos especificos

e Analizar un tratamiento adecuado de semillas previo a la desinfeccion
para la obtencion de plantulas in vitro de pitahaya (H. megalanthus).

e Formular un medio cultivo 6ptimo para el desarrollo de sistemas
biotecnoldgicos (lineas celulares y/u 6rganos vegetales) de pitahaya (H.
megalanthus) a nivel de laboratorio.

e Establecer una curva de crecimiento mediante un analisis gravimétrico
de los sistemas biotecnoldgicos de pitahaya (H. megalanthus)

e Comparar las propiedades nutricionales de los sistemas biotecnoldgicos

con la pitahaya (fruta).



CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1. Materiales

Para este proyecto de investigacion se utilizaron los equipos, materiales e insumos

que se describen en las Tablas 1y 2.

Tabla 1.

Equipos de laboratorio

Equipos

Materiales e insumos

Camara climatica Bixel

Matraces Erlenmeyer de 250 y 500 ml

Incubadora Memmert 2 (25 °C)

Placas Petri

Balanza analitica Ohaus Adventure Pro
Model: AV264C

Paquete de fundas Ziploc
Espétula

Potenciometro Mettler Toledo

Bisturis, Agujas estériles

Plancha de calentamiento IKA RO 10

Magnetos Elicrom

Destilador de agua QUMIS

Frasco ambar

Nevera MABE (4 °C)

Papel aluminio (DIAMOND)

Cabina de Flujo Laminar ESCO

Papel absorbente

Ultracongelador (-80 °C)

Tubos tipo Falcon (50 mL)

Centrifuga Labnet Spectrafuge

Botellas de vidrio de tapa de azul

Espectrofotometro de placa Fisher

Scientific

Pinzas

Tubos Eppendorf

Agitador orbital New Brunswick
(Modelo G-25 571470)

Micropipeta 20 — 200 pl

Autoclave

Pipetas estériles 10 ml

Vortex

Rollo de Parafilm 4 in x 125 ft

Pipeta Automaética eléctrica

Paquetes de Vasos de plasticos 14 oz




Tabla 2.

Reactivos de laboratorio

Reactivos
Etanol (70 y 96 % de pureza). 8L
Tween 20 50 mL
Hipoclorito de sodio (5%) 500 mL
Agua estéril 8L
Agua destilada 12 L
Nitrégeno liquido 2L
Metanol 50 mL
DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) 19
Solucion cloruro de aluminio 2% 19
Reactivo de Folin- Ciocalteu 1lg
Solucion de carbonato de sodio 7% 19

2.2. Métodos
2.2.1. Obtencion de material vegetal

El material vegetal (pitahaya entera) fue comprado en la finca productora Carrefio
(Figura 3) a 910 msnm en el canton Palora, Parroquia Arapicos, provincia de Morona
Santiago (01°51°14” S 77°56°51” W). Posterior a su recoleccion, se trasladé el

material vegetal a temperatura ambiente, donde se extrajeron las semillas y se
almacenaron a 4 °C.
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Figura 3.

Ubicacion de la finca en donde se obtuvo el material vegetal.

Finca productora Carreno

& Parroquia Arapicos
y .

Fuente: (Google Maps, 2023).

2.2.2. Tratamiento y desinfeccion de semillas
Tratamiento de las semillas

El material vegetal se someti6 a seis tratamientos descritos en la Tabla 3 para eliminar

los residuos de pulpa en las semillas:

Tabla 3.

Tratamientos para eliminacion de residuos en semillas

Tratamiento Condiciones
T1 Incubacion a 30 °C/ por 24 h.
T2 Incubacion a 30 °C/ por 24 h, previamente lavadas.
T3 Temperatura ambiente por 24 h.
T4 Colocadas en un vaso de precipitacion con agua durante 1

h, previamente retirado parte del residuo de la pulpa.

T5 Colocadas en un vaso de precipitacion con CHsCOOH al

1% por 30 min.

T6 Colocadas en un vaso de precipitacion con NaOH al 1%

durante 30 min.
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Desinfeccion de las semillas.

Se establecié un protocolo de desinfeccion (Figura 4), el mismo que se basé en el
trabajo de Mallap-Detquizan et al. (2022). Primero, se lavaron las semillas de pitahaya

con agua destilada estéril, después se colocaron en una solucion de etanol al 70%
durante 5 min. Luego, las semillas se lavaron tres veces con abundante agua destilada
estéril. Posteriormente, se sumergieron las semillas en una solucién de hipoclorito al
5% con 0,2 ml de Tween 20 durante 10 min. Por ultimo, se enjuagaron con abundante

agua esteril tres veces durante 1 min. Todos los lavados con las soluciones se lo
realizaron con agitacion por medio de un vortex.

Figura 4.

Etapas de la desinfeccion de semillas.

Etanal 70% ’
Amin Agua destilada estéril

‘ ‘—b — ...e:

Hipoclorito 5%
Tween 20

Agua destilada estéril

Nota: 1: primera etapacon lavados de etanol y agua destilada estéril. 2: segunda etapa con
lavados de hipoclorito 5%, tween 20 y agua destilada estéril.

2.2.3. Micropropagacion in vitro

Una vez que se realizé la desinfeccion de las semillas, se procedié a cultivarlas en
placas Petri que contenian medio de cultivo Murashige & Skoog (MS). Para la
elaboracion del mismo se siguié la composicion descrita en el Anexo 1. Se cultivo 5
semillas en cajas Petri por cada tratamiento. Los cultivos se realizaron por
quintuplicado y se las almaceno en una camara climatica Bixel a una temperatura de

25 °C y fotoperiodo de 16 (luz)- 8 (oscuridad).
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Después del cultivo, las semillas fueron monitoreadas durante 35 dias para evaluar
cualquier tipo de contaminacion o visualizar brotes de raiz en las semillas. EI medio

de cultivo MS se colocd en vasos plasticos de 14 oz para permitir el desarrollo
vegetativo.

Una vez que se obtuvo un lote primario se procedié a cortar los tallos que se
desarrollaron a partir de los primeros brotes de las semillas para realizar el proceso de

la micropropagacion in vitro con el fin de obtener un stock mas grande de plantas de
pitahaya (Espinosa-Leal et al., 2018).

Figura 5.

Proceso de micropropagacion in vitro de pitahaya (H. megalanthus) a partir de
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Nota: 1) Siembra de las semillas desinfectadas en medio MS sin hormonas. 2) Trasplante de
semillas germinadas. 3) Proceso de micropropagacion para obtencion de lotes de plantas de
pitahaya.

2.2.4. Optimizacion de medios de cultivo

El proceso de optimizacion de medios de cultivo se realizé por medio de la induccién
de callo, técnica que permitid evaluar cualitativamente la generacion de células

vegetales totipotentes. Para ello se cortd explantes de aproximadamente 1 cm de las
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plantas in vitro de pitahaya, estos explantes fueron cultivados en dos medios de cultivo
solidos: Murashige & Skoog (MS) y Gamborg (B5) descritos en los Anexos 1y 2, de
acuerdo con las metodologias revisadas de los trabajos de Gonzalez Burgas, (2020);
Lalaleo, (2012) y Zambrano & Rios, (2015). En cada medio de cultivo se establecio
ocho tratamientos en los que se evaluaron dos concentraciones de auxinas (2,4 D,
ANA)y decitoquininas (KIN, BAP), como se describen a detalle en la Tabla 4. Siendo
asi que, se preparo cinco cajas Petri para cada tratamiento de los medios de cultivo MS

y B5y por consiguiente se evaluo cualitativamente ochenta placas Petri por 60 dias.

Tabla 4.

Formulaciones para los tratamientos de los medios de cultivo MS 'y B5

Tratamiento | Medio | Fuente | Auxinas | Concentracion | Citoquininas [ Concentracion
de (mg/L) (mg/L)
carbono
1 B5 S 24D 1 KIN 1
2 B5 S 24D 1 BAP 0,5
3 B5 S 24D 2 KIN 0,5
4 B5 § 24D 2 BAP 1
5 B5 § ANA 1 BAP 1
6 B5 S ANA 1 KIN 0,5
7 B5 S ANA 2 BAP 0,5
8 B5 S ANA 2 KIN 1
1 MS S 24D 1 KIN 0,5
2 MS S 24D 1 BAP 1
3 MS S 24D 2 KIN 1
4 MS S 24D 2 BAP 0,5
5 MS S ANA 1 KIN 1
6 MS S ANA 1 BAP 0,5
7 MS S ANA 2 BAP 1
8 MS S ANA 2 KIN 0,5

La optimizacién de medios de cultivo permitié identificar el medio de cultivo y
tratamiento en el cual se desarrollé6 una mayor cantidad de callo. Seguido, se procedid
a incrementar la biomasa celular a partir de la recoleccién de los callos obtenidos en
el estudio de optimizacion en el mejor tratamiento identificado.
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Figura 6.

Proceso de callogénesis e incremento de biomasa.
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Nota: A) Proceso de callogénesis a partir de explantes de plantas de pitahaya in vitro. B)
Recoleccion de biomasa de todos los tratamientos donde se obtuvo callo friable para el
crecimiento en el medio de cultivo optimizado.

2.2.5. Disgregacion celular

Para la disgregacion celular se empleé 1g de callo friable en medio liquido (medio
Optimo, seccion 2.2.4) en una relacién (1:20), en recipientes de vidrio estériles. Los
cultivos celulares fueron colocados a las siguientes condiciones para su crecimiento:
oscuridad, 25 °C y agitacion de 110 rpm en un agitador orbital (New Brunswick,
Modelo G-25 571470) (Allegue & Mercedes, 2018).

La suspension fina celular fue subcultivada cada 21 dias bajo las condiciones antes

mencionadas.

2.2.6. Escalamiento de cultivos celulares (curva de crecimiento)

Se realizd un monitoreo de las suspensiones celulares mediante un analisis
gravimétrico en intervalos detiempo (7, 14, 21y 30 dias) con tres replicas para evaluar
15



el aumento o disminucion de biomasa. Para el analisis gravimetrico se tomé 2 mL de
la muestra (cultivo celular) y se colocé en tubos Falcon para llevarlos a centrifugacion
por 5 min a 5000 rpm, se descarto el sobrenadante y se mantuvo el sedimento el cual
fue pesado. Ladeterminacion del peso final fresco se obtuvo por medio de la siguiente
formula: P = F, — F,, donde: P esel peso del sedimento, F1 es el peso del tubo Falcon

sin el sobrenadante y Fo es el peso del tubo Falcon vacio.

La cuantificacion del peso final del sedimento permitié constituir una curva la misma
que permitio determinar las fases de crecimiento de los cultivos celulares de pitahaya.
Adicionalmente, se evalué la viabilidad celular en cada intervalo anteriormente
descrito mediante la técnica deazul detripano a 0,4% y con la ayudade un microscopio

Optico a un aumento de 40X.

Figura 7.

Proceso de disgregacion celular, escalamiento de cultivos celulares y construccion de
la curva de crecimiento

/
. —m- 8

T

Nota: A) Proceso de disgregacion celular y escalamiento de cultivos a partir de la biomasa
recolectada y medio liquido optimizado. B) Construccién y evaluacién de la curva de

crecimiento por medio de la obtencidn de la suspension celular.
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2.2.7. Andlisis de grasa (con hidrdlisis)

Este andlisis se realizo en el LACONAL empleando el método para grasas: AOAC Ed.
21, 2019 2003.06. donde la muestra es la fruta y las células que se obtuvo del

escalamiento de cultivos celulares.

2.2.8. Analisis de fibra dietética total (enzimatica)

El método para fibra dietética total que se realiz6 en el LACONAL empleando el
método AOAC 985.29 Ed. 21, 2019 donde la muestra es la fruta y las células que se

obtuvo del escalamiento de cultivos celulares.

2.2.9. Analisis de carbohidratos totales, cenizas y proteinas

Este andlisis se realiz6 en el LACONAL con los datos que fueron obtenidos en el
mismo laboratorio donde la muestra es la fruta y las células que se obtuvieron del

escalamiento de cultivos celulares.

2.2.10. Determinacion de pH y solidos solubles totales (STT)

La determinacion pH se realizé con un potenciometro, para lo cual se coloco el jugo
de pitahaya en un vaso de precipitacion para su analisis (Merouane et al., 2021). Por

otro lado, para el analisis de los STT se utilizd un refractometro y en este se agrego
0,1 ml de jugo de pitahaya por medio de un gotero (Winson et al., 2020).
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Figura 8.

Determinacion de sélidos solubles totales (STT) por método refractométrico

2.2.11. Pretratamiento de la fruta y callo (DPPH, fenoles, flavonoides)

Pretratamiento para la fruta

Se extrajo la pulpa de la pitahaya, la cual fue pasada por un colador. El liquido
resultante se centrifugd durante 5 min a 5000 rpm con el fin de separar el jugo de la

pulpa. La suspension resultante se congel6 a -20 °C para los analisis de antioxidantes,
fenoles y flavonoides (Esther et al., 2016).

Pretratamiento para el callo

Se pulverizd 500 mg de callos en nitrogeno liquido, después se suspendi6 en 1 mL de
metanol y se mantuvo a temperatura ambiente por 24 h con agitacion ciclica en un
agitador orbital (Stuart). Luego, se pasoé través de papel filtro. El extracto seco se

disolvi6 en 50 pl y se almacend a 4 °C hasta que se realizd los andlisis anteriormente
mencionados (Golkar & Taghizadeh, 2018).
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2.2.12. Anélisis de la capacidad antioxidante (DPPH)

Para el ensayo DPPH se disolvio 0,0059 g de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) en
100 mL de metanol. Se mezcldé 20 uL de la muestra con 180 pL de la solucién de
DPPH. La reaccion se desarrolld a temperatura ambiente (20 °C) durante 40 min en
oscuridad. Posteriormente, se midi6 la absorbancia en un espectrofotémetro de placa
Fisher Scientific a una longitud de onda de 515 nm. El porcentaje de DPPH se calculd

utilizando la siguiente ecuacién descrita por Hyeon et al. (2021), donde A esla

sample

absorbancia de la muestra, A, €S la absorbancia del blanco y A ; €s la

contro

absorbancia del control:

%DPPH = [1 _ (3sample - Ablank)]x 100

control ~ Ab lank

2.2.13. Andlisis de fenoles

El andlisis de fenoles se desarrolld mediante el método de Folin- Ciocalteu
(modificado) referido por Rumpf et al. (2023). Para este andlisis se utilizd una
microplaca de 96 pocillos. Primero, se mezcld 10 pL dela muestra con 130 pL deagua
destilada, después se agregd 10 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu y se dejé en reposo
por 6 min. Posteriormente se agregd 100 uL de la solucion de carbonato de sodio (7%).
La reaccion se llevé a incubacion por 90 min en condiciones de oscuridad a

temperatura ambiente. Finalmente, se midié la absorbancia con una longitud de onda
de 750 nm.

2.2.14. Andlisis de flavonoides totales

El analisis de flavonoides totales se realiz6 mediante el ensayo de cloruro de aluminio.
Se agreg6 60 pL de la muestra y 120 pL de cloruro de aluminio al 2% (p/v) en una
microplaca de 96 pocillos. Posteriormente, se incubo la mezcla a temperatura ambiente
por 60 min. Finalmente se midié la absorbancia con una longitud de ondade 420 ym.
Los datos calculados se expresaron como equivalentes de miligramos de quercitina

(Anexo 3) por gramo de peso seco de muestra (mg QE/g DW) (Merouane et al., 2021).
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Tratamiento de semillas para la obtencion de plantas in vitro de pitahaya

Para la obtencion de las plantas in vitro de pitahaya, las semillas extraidas de la fruta
se sometieron a 6 tratamientos. Cada tratamiento fue analizado por quintuplicado a
través de la desinfeccion y siembra de las semillas en medio MS. La germinacion se
observo a las tres semanas de su siembra y se identifico que el tratamiento 4
(sumergidas en agua durante 1 h y minimo residuo de mucilago) tuvo un porcentaje
del 35% de germinacién (Tabla 5). De acuerdo a la investigacion realizada por
Martinez et al. (2011) menciona que el bajo porcentaje de germinacion de las semillas
de pitahaya in vitro, se debe a la accion del mecanismo de latencia producido al no
retirar por completo el mucilago de las semillas. Estos resultados fueron confirmados
en este estudio, en el tratamiento 1, en donde las semillas no fueron sometidas a

hidratacién y el mucilago no se retird6 completamente, con el cual se obtuvo un
porcentaje de germinacion de 0% (Tabla 5).

Estudios de Villa et al. (2020) mencionan que la funcién del mucilago es inducir la
germinacion de las semillas al tener contacto con el agua. Esto se debe a que aumenta
el volumen formando una capa himeda que ayuda a su germinacion. Este estudio
Unicamente se ha observado en campo de cultivo ya que los mucilagos facilitan la
introduccién de las raices en la tierra. Cabe mencionar que no hay suficiente
informacion de germinacién de semillas; sin embargo, lo poco se sabe es que la

propagacion de estas es un proceso lento que requiere al menos 3 afios para la

obtencion de una planta madura, segun lo reportado por el 11CA (2018).

Tabla 5.

Tratamientos de semillas propuestos para la obtencion de plantulas de pitahaya

Tratamiento Nimero de Porcentaje de Porcentaje de
semillas contaminacion (%) germinacion (%)
1 20 0 0
2 20 0 10
3 20 0 25
4 20 0 35
5 20 20 5
6 20 0 20
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3.2. Optimizacion de medios de cultivo

A partir de las plantas in vitro de pitahaya (H. megalanthus), se cortaron explantes del
vastago y se sometieron al proceso de callogénesis en los tratamientos en estudio.

Con respecto al medio de cultivo MS, se identifico que los tratamientos 5 (ANA
Img/L- KIN 1 mg/L), 6 (ANA 1 mg/L- BAP 0,5 mg/L) y 8 (ANA 2 mg/L- KIN 0,5
mg/L) tuvieron formacion de callo a partir de los 21 dias; como se evidencia en los
tres tratamientos hubo la presencia de la auxina ANA. Sin embargo, al culminar los
35 dias se identificd una induccion éptima en el tratamiento 6, donde se observa que
concentraciones altas de ANA independientemente de las citoquininas BAP y KIN
ayuda al desarrollo del callo. Los tratamientos suplementados con 2,4-D + KIN y 2,4-
D + BAP presentaron baja formacion de callo (Tabla 6y Tabla 7). Ademas, se observo
pardeamiento de la biomasa, el cual puede deberse al estrés oxidativo en los explantes

de partida para la formacion de callo, que a su vez se relaciona con los desérdenes
fisiologicos, morfoldgicos y genéticos (Alvaro et al., 2020).

El estudio realizado por Winson et al. (2020), reportan una buena induccion de callos
de la pitahaya de Costa Rica (H. costaricensis) a partir de explantes del epicétilo y
cotiledon en medio MS mediante reguladores de crecimiento TDZ (5 uM) y ANA (20

KUM), en donde se obtuvo callos compactos con condiciones de fotoperiodode 16 hy
8 h de oscuridad.

El porcentaje de induccion de callos de los explantes variaron entre 94% y 100%. Por
tanto, se puede establecer que la concentracion de ANA empleada en la investigacion,
favorece el desarrollo de células totipotentes que mas adelante se formara en callo.
Cabe recalcar que en el presente estudio no se utilizd TDZ, sin embargo, se empelaron

otros reguladores de crecimiento como citoquininas BAP y KIN con los cuales se
obtuvieron buenos resultados.

Similar a una investigacion realizada por Diaz et al. (2021), se constatd el
pardeamiento de los explantes antes de la formacion de callo donde se report6 que la
oxidacion se debe al corte que sufre el explante y por el alto contenido de polifenoles
dificultando al cultivo in vitro. Este proceso se conoce como oxidacion fenolica dando

como resultado oscurecimiento y muerte del explante.
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Tabla 6. Observaciones semanales de la optimizacion de medio de cultivo MS.

Tiempo Tratamiento Auxinas Concentracion (mg/L) Citoquininas Concentracién (mg/L) Porcentaje de contaminacion (%) Observaciones
1 24D 1 KIN 0,5 0 No existid cambios.
2 24D 1 BAP 1 20 No existio cambios.
3 24D 2 KIN 1 0 No existio cambios.
7 dias 4 24D 2 BAP 0,5 0 No existid cambios.
5 ANA 1 KIN 1 20 No existio cambios.
6 ANA 1 BAP 0,5 20 No existié cambios.
7 ANA 2 BAP 1 0 No existio cambios.
8 ANA 2 KIN 0,5 0 No existio cambios.
1 24D 1 KIN 0,5 40 No hay formacion de callo.
2 24D 1 BAP 1 3333 No hay formacion de callo.
3 24D 2 KIN 1 20 No hay formacion de callo.
15 dias 4 24D 2 BAP 0,5 20 No hay formacion de callo.
5 ANA 1 KIN 1 25 No hay formacién de callo.
6 ANA 1 BAP 0,5 25 No hay formacion de callo.
7 ANA 2 BAP 1 20 No hay formacion de callo.
8 ANA 2 KIN 0,5 0 No hay formacién de callo.
1 24D 1 KIN 0,5 0 No existid cambios.
2 24D 1 BAP 1 0 No existié cambios.
3 24D 2 KIN 1 25 No existié cambios.
21 dias 4 24D 2 BAP 0,5 25 No existio cambios.
5 ANA 1 KIN 1 0 Poca formacion de callo en dos placas.
6* ANA 1 BAP 0,5 0 Poca formacion de callo en las placas.
7 ANA 2 BAP 1 25 No existio cambios.
8 * ANA 2 KIN 0,5 20 La formacion de callo es significativa.
1 24D 1 KIN 0,5 0 No existi6 cambios.
2 24D 1 BAP 1 0 Los explantes empiezan a oxidarse.
3 24D 2 KIN 1 25 Se visualizo poco crecimiento de callo.
28 dias 4 24D 2 BAP 0,5 25 No hay cambios significativos.
5 ANA 1 KIN 1 0 Poca formacion de callo.
6 * ANA 1 BAP 0,5 0 Crecimiento significativo de raices, sin embargo, aiin hay crecimiento de callo.
7 ANA 2 BAP 1 25 No hay cambios significativos.
8 * ANA 2 KIN 0,5 20 Formacion de callo.
1 24D 1 KIN 0,5 0 Los explantes tienden a tornarse amarillentos.
2 24D 1 BAP 1 0 La coloracion de los explantes es oscura, no hay formacion de callo.
3 24D 2 KIN 1 25 Poca formacion de callo, sin embargo, el color de los explantes es oscuro.
35 dias 4 24D 2 BAP 0,5 25 No hay cambios significativos, los explantes tienden a volverse palidos.
5 ANA 1 KIN 1 0 Poca formacion de callo.
6 * ANA 1 BAP 0,5 0 Formacion de callo, raices y planta.
7 ANA 2 BAP 1 25 No existio cambios.
8 * ANA 2 KIN 0,5 20 El callo formado es blanquecino y compacto,ademas existe poco crecimiento deraiz.

*: Crecimiento significativo de callo.
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Tabla 7. Analisis cualitativo del crecimiento de callo en el medio MS después de 35 dias.

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento 5

Tratiento 8

e
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Por otro lado, los resultados obtenidoscon el medio B5 presentaron induccion decallo
apartir delos 14 dias en gran parte de sus tratamientos (Tabla 8). A los 35 dias se pudo

evidenciar que los tratamientos con la auxina 2,4-D presentaron poca formacion de
callo y oxidacion de las mismas.

En los tratamientos que tuvieron la auxina ANA, se observd mayor crecimiento de
biomasa. Se destaca que el tratamiento 8 (2 mg/L de ANA — 1 mg/L de KIN) fue el
Optimo en la induccion de callo, debido a que present6 callos compactos con una
coloracion blanquecina (Tabla 9). Esto contrasta la investigacion realizada por Lozzi
et al. (2019), en donde la optimizacion del sistema de cultivo in vitro de algarrobo
(Cerotonia siliqua), dio resultados favorables con altos niveles de induccion de callo.
En este estudio, se us6 medio B5 suplementado con 2,4-D (2,5 uM) produciendo el

mayor peso seco de 32,5 g. Ladiferencia de los resultados se debe a la variabilidad en
la especie vegetal y a las concentraciones de las fitohormonas.

El tratamiento 5 (1 mg/L ANA- 1 mg/L BAP) indujo el crecimiento de raices, de la
misma manera como lo reportaron Hernandez & Diaz (2019), mostraron la presencia

de raices en procesos de callogénesis, debido a un ajuste metabdlico que se esta
desarrollando en el explante. Sin embargo, la formacion de raices adventicias puede
no ser tan beneficioso si lo que se pretende es conseguir un cultivo celular, ya que

consumiria nutrientes del medio y provocaria que el crecimiento del callo se reprima.

Figura 9.

Crecimiento de raiz y callo en el tratamiento 5.
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Cabe recalcar que, no hay suficientes investigaciones sobre la induccién de callo de
plantas pertenecientes a la familia de las cactaceas en medio de cultivo B5, los pocos
estudios se reportan en medio MS, siendo una variable de estudio importante al
momento de establecer callogénesis y el establecimiento de cultivo in vitro. Al
comparar la induccion de callo en el medio MS y B5 (Tabla 7 y 9), se obtuvo mayor
crecimiento en el medio B5, ya que presentd crecimiento a partir de los 14 dias en gran
parte de los tratamientos en estudio. Por el contrario, los resultados obtenidos en el
medio MS, mostraron cambios significativos en la formacién de callo a los 21 dias
unicamente en los tratamientos 5, 6 y 8, concluyendo asi que el medio de cultivo mas

idoneo para el desarrollo y crecimiento de callo es el medio B5.
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Tabla 8. Observaciones semanales de la optimizacion de medio de cultivo B5.

Tiempo Tratamiento Auxinas Concentracién (mg/L) Citoquininas Concentracién (mg/L) Porcentaje de contaminacion (%) Observaciones
1 24D 1 KIN 1 0 No existi6 cambios.
2 24D 1 BAP 0,5 0 No existié cambios.
3 24D 2 KIN 0,5 0 No existid cambios.
7 dias 4 24D 2 BAP 1 0 No existié cambios.
5 ANA 1 BAP 1 0 No existié cambios.
6 ANA 1 KIN 0,5 0 No existié cambios.
7 ANA 2 BAP 0,5 0 No existio cambios.
8 ANA 2 KIN 1 0 No existio cambios.
1 24D 1 KIN 1 0 No existi6 cambios.
2 24D 1 BAP 0.5 0 No existio cambios.
3 24D 2 KIN 0,5 0 No existio cambios.
14 dias 4 24D 2 BAP 1 0 No existio cambios.
5 ANA 1 BAP 1 0 Poca formacién de callo.
6 ANA 1 KIN 0,5 0 Poca formacion de callo.
7 ANA 2 BAP 0,5 0 No existidé cambios.
8 ANA 2 KIN 1 0 Poca formacion de callo.
1 24D 1 KIN 1 0 No existi6 cambios.
2 24D 1 BAP 0,5 0 No existid cambios.
3 24D 2 KIN 0,5 0 No existio cambios.
21 dias 4 24D 2 BAP 1 0 Poca formacion de callo.
5 ANA 1 BAP 1 0 Crecimiento de callo, raizy planta.
6 ANA 1 KIN 0,5 0 Formacion de callo.
7 ANA 2 BAP 0,5 20 Poca formacion de callo.
g * ANA 2 KIN 1 0 Formacion de callo.
1 24D 1 KIN 1 0 Poca formacion de callo, esquejes se tornaron negros
2 24D 1 BAP 0,5 0 Poca formacion de callo, esquejes se tornaron negros
3 24D 2 KIN 0,5 0 Poca formacion de callo
28 dias 4 24D 2 BAP 1 0 Formacion de callo
5 ANA 1 BAP 1 0 Formacion de callo, raiz y parte vegetal
6 ANA 1 KIN 0,5 0 Formacion de callo y parte vegetal
7 ANA 2 BAP 0,5 0 Poca formacion de callo
8 * ANA 2 KIN 1 0 Formacion de callo compacto y parte vegetal
1 24D 1 KIN 1 0 Poca formacion de callo, esquejes se tornaron negros.
2 24D 1 BAP 0,5 0 Poca formacion de callo, esquejes se tornaron negros.
35 dias 3 24D 2 KIN 0,5 0 Poca formacion de callo, esquejes se tornaron negros.
4 24D 2 BAP 1 0 Formacion de callo con aspecto cremoso.
5 ANA 1 BAP 1 0 Formacion de callo, raiz y parte vegetal
6 ANA 1 KIN 0,5 0 Formacion de callo y parte vegetal
7 ANA 2 BAP 0,5 0 Poca formacion de callo
8 * ANA 2 KIN 1 0 Formacion de parte vegetal y callo de coloracion blanca

*: Crecimiento significativo de callo.
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Tabla 9. Analisis cualitativo del crecimiento de callo en el medio B5 después de 35 dias.

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento 5
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3.3. Curva de crecimiento celular

Se establecid un cultivo de células en suspension a partir de callos friables obtenidos
en cada tratamiento y en el medio optimizado (tratamiento 8: 2 mg/L de ANA —1
mg/L de KIN).

Figura 10.

Monitoreo del crecimiento y adaptacion de la biomasa celular en el medio optimizado

Se coloco 1 g de callo friable en frascos de vidrio con 20 mL de medio liquido B5
optimizado (tratamiento 8: 2 mg/L de ANA — 1 mg/L de KIN) para establecer las
suspensiones celulares, cuyo crecimiento fue evaluado mediante andlisis gravimétrico
por 30 dias. Este analisis permitio establecer una curva de crecimiento celular (Figura
11). Por otro lado, se recalca que en este estudio se utilizé el mismo medio optimizado
para obtener callos friables y cultivos celulares, optimizando asi el proceso de
desdiferenciacion y crecimiento de la biomasa celular, ya que como se reporta en el
estudio descrito por da Silva Santos et al. (2021) en la obtencion de callos de cacto
candelabro (Cereus hildmannianus), para el establecimiento de las suspensiones
celulares se tuvo que transferir de medio MS suplementado con TDZ (0,07 mg/L),
ANA (0,05 mg/L), 2-4 D (4mg/L) y KIN (4 mg/L) a un medio MS liquido
suplementado con vitamina B5 y como fitorreguladores de crecimiento a 2,4-D (4
mg/L) y KIN (4 mg/L).

La curva de crecimiento se basa en monitorear al cultivo de células en suspensién por
medio del peso en funcion de un tiempo determinado. Por tanto, en este estudio se
realiz6 el monitoreo por 30 dias, donde se observaron las diferentes fases de
crecimiento. En las suspensiones celulares de pitahaya se tiene una fase de crecimiento
hasta los 14 diasy una fase estacionaria hasta los 30 dias (Figura 11). Estos resultados

se corroboran con los de otras investigaciones como la reportada por Reyes Martinez
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et al. (2019), en donde se realiz6 curvas de crecimiento para el cactus bola de nieve
(Mammillaria candida) y la biznaguita (Turbinicarpus laui), las mismas que fueron
monitoreadas hasta los 42 dias. Los resultados arrojaron una fase de latencia hasta los
14 dias para M. candida, mientras que para T. laui no se pudo observar una fase de
latencia, Unicamente una fase de crecimiento que se extendid a lo largo de los dias de
experimentacion. Sin embargo, cabe mencionar que este estudio se desarrollé en base
analisis gravimétricos de callos mas no de suspensiones celulares, en donde se

determind peso seco y peso fresco.

Figura 11.

Curva de crecimiento celular en el medio 6ptimo.
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Nota: La curva de crecimiento se desarrollé durante 30 dias con la toma de muestra en
intervalos de 7 dias, los datos se reportan en peso fresco (g). Ademas, se realizé un analisis de
viabilidad con azul de tripano (0,4%) a 40X en un microscopio 6ptico.

3.4. Anélisis de propiedades nutricionales

3.4.1. pH y sélidos solubles totales (SST)
Las mediciones de los grados Brix y el pH se realizaron por triplicado a partir de la

fruta madura. Los SST se determinaron directamente del jugo de la fruta con un
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refractometro teniendo un resultado de 17,5 + 0,02 ° Brix. El sabor de la fruta depende
de su madurez, el cual es un factor importante dentro de la concentracion de los
azucares, se sabe que los SST de la pitahaya que tiene mayor influencia es la glucosa
y fructosa (Canicoba, 2022). Autores como Usaga et al. (2022), caracterizaron el jugo
de pitahaya teniendo un contenido de solidos solubles de 11 °Brix y un pH de 3,78 £
0,04. Cabe recalcar que estos Ultimos resultados fueron caracterizados de la pitahaya
morada (Hylocereus sp.) y por tal razén difieren de los resultados obtenidos en esta
investigacion. Mientras que, Arivalagan et al. (2021) caracterizé a la pitahaya con
pulpa blanca y midié un pH de 4,9 acercandose mas al resultado obtenido de 4,84.

Estudios més cercanos de la variedad de pitahaya como los de Canicoba (2022),
reportaron a H. megalantus con valores entre 16 y 19 °Brix, corroborando asi los
resultados de la presente investigacion. Otro estudio sefiald que la fruta madura de
Palora posee un valor de 20,10 °Brix y 17,9 °Brix para el ecotipo Nacional,
adicionando que la pitahaya amarilla tiene un alto contenido de azlcares en
comparacion de la pitahaya roja (Sotomayor et al., 2019).

3.4.2. Andlisis de la capacidad antioxidante, fenoles y flavonoides
Capacidad Antioxidante

El analisis de DPPH realizado de las células de pitahaya presentd 33,285% menos
comparados con el jugo de la fruta (Figura 12). El resultado obtenido del callo presentd
resultados bajos 6,197%. Estudios similares reportados por Mercedes & Allegue
(2018), del andlisis en células de Moringa oleifera presentaron 15,234% de la
capacidad antioxidante, los datos difieren debido a la especie vegetal y por el uso de

elicitores.

Los analisis de DPPH realizados del jugo de la fruta en la presente investigacion dio
valores de 39,481% (Figura 12:A) mostrando resultados similares reportados en Corea
del Sur por Kim et al. (2011), la pitahaya de pulpa blanca presenté 23,8 + 3,3% de
capacidad antioxidante. De la misma manera, Montoya Vizuete et al. (2022),
corroboraron los resultados en la especie Hylocereus sp. de pulpa blanca con un
contenido de 36,5%.
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Estudiosrealizados en Colombia mostraron resultados superiores en extracto etanolico
de H. megalanthus (85,0 + 0,2%). Ademas, Quispe et al. (2021) reporta que en
extractos metanolicos de la pulpa blanca de pitahaya presenta 93,14 + 3,70%. La
diferencia de los resultados puede deberse al uso del solvente, las variaciones genéticas

de la especie y las condiciones climaticas de desarrollo de la fruta (Morillo-Coronado
et al., 2017).

El andlisis de DPPH durante el crecimiento celular se muestra en la Figura 12:B, en
donde se observa un alto valor a los 14 dias con un 32,901% de capacidad antioxidante,
esto puede deberse a que el valor es proporcional al aumento de la biomasa, en donde
el metabolismo celular se encuentra activo para realizar procesos de mitosis y
favorecer la tasa de crecimiento, esto sucede una vez el cultivo haya encontrado un
equilibrio (Arano, 2022). Los estudios de las suspensiones celulares de H.
costaricensis determind la actividad antioxidante en sus diferentes etapas de
crecimiento (desde 4 a 28 dias), en donde se identificd a los 4 y 8 dias resultados
elevados (71,33 + 2,31% y 68,01 + 3,48%), mientras que en el dia 20 la capacidad
antioxidante disminuyd significativamente hasta obtener un 49,97 + 2,80% (Winson

et al., 2020). La diferencia de los resultados se debe previo analisis de la muestra.

Figura 12.

Capacidad antioxidante por el método DPPH.
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Nota: Las muestras fueron diluidasenagua (1:10). A) Capacidad antioxidante en callo y fruta.
B) Cuantificacion de la capacidad antioxidante en la curva de crecimiento celular.
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Fenoles

En el analisis del contenido de fenoles totales (Figura 13:A), el valor mas alto lo
presento los sistemas celulares con un 43,95 mg GAE/g, siendo 1,67 veces superior a
la fruta. Estudios previos en pitahaya roja (H. polyrhizus) reportan diferentes
contenidos de fenoles en los que se alcanzan valores de hasta 60,88 + 14,18 mg
GAE/100 g (Hernandez & Salazar 2017). Tal como se cita en el mismo estudio, el
método de Folin-Cioucalteu resulta ser no muy especifico para analizar los fenoles

solubles totales de una muestra y es por esto que, el valor obtenido puede ser
sobrevalorado por la presencia de aminoacidos o azlcares en la muestra.

Otras especies cercanas como Pereskia spp., perteneciente a la familia de las Cactaceae
presentaron valores de 2,72+ 0.12 y 5,86 + 0,09 mg GAE/g para callo a partir de tallo
y hoja respectivamente (Macias, 2017). Estos resultados muestran que el contenido de
fenoles totales es alto y esto puede estar relacionado a la diferencia taxondmica de P.
sacharosa y H. megalanthus, que a pesar de pertenecer a la misma familia presentan
datos discrepantes. Ademas, se puede también inferir que el solvente empleado en el
método de extraccion es importante para la evaluacion del contenido de fenoles. En el
caso de este estudio se realizd con metanol, mientras que para la evaluacion de callos
de P. sacharosa con etanol (Hassanbaglou et al., 2012; Macias, 2017).

Los niveles defenoles totales en cultivos celulares fueron evaluados conforme la curva
de crecimiento, los datos se muestran en la Figura 13:B. En los resultados se observa
el contenido més alto de fenoles en callos de H. megalanthus siendo de 134,074 mg
GAE/g a los 14 dias del establecimiento de los cultivos celulares. Esta tendencia se
observa también en estudios de suspensiones celulares de T. laui perteneciente a la
familia de las Cactaceae, en los que existen altos niveles de fenoles entre los 12 y 15

dias después del inicio de los cultivos celulares (Reyes Martinez et al., 2019).
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Figura 13.

Contenido de fenoles totales.
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Nota: Las muestras fueron diluidas en agua (1:5). A) Contenido de fenoles totales en callo y
fruta. B) Cuantificacion del contenido de fenoles totales a lo largo de la construccion de la
curva de crecimiento.

Flavonoides

El contenido de flavonoides no presenta una diferencia significativa entre el callo y la
fruta, los datos se muestran en la Figura 14:A. No existen investigaciones previas que
reporten el contenido de flavonoides en especies de la familia de las Cactaceae en
sistemas biotecnoldgicos como células vegetales. Sin embargo, si se reporta en la fruta
de pitahaya de la variedad H. polyrhizus que present6 7,2 mg QE/g. Estos resultados
son relativamente similares a los obtenidos en este estudio en la variedad H.
megalanthus con un valor de 8,17 mg QE/g (Corzo et al., 2016).

Por otro lado, los resultados obtenidos en la curva de crecimiento de suspensiones
celulares se muestran en la Figura 14:B y reflejan el més alto contenido de flavonoides
a los 21 dias con 29,465 mg QE/g. Contrariamente esta tendencia no se evidencia en
las pocas investigaciones como la de Winson et al. (2020), reportando que en el dia4

se obtuvo el mayor resultado (5,03 mg QE/g) y esta disminucion se ve acentuada al
dia 20 con un valor de 0,58 + 0,19 mg QE/g.
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Figura 14.

Contenido de flavonoides totales.
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Nota: Las muestras fuerondiluidasen agua (1:5). A) Contenido de flavonoidestotalesen callo
y fruta. B) Cuantificacion del contenido de flavonoides totales a lo largo de la construccion de

la curva de crecimiento.

3.4.3. Andlisis comparativo de la fruta y callos

Se evalud los componentes nutricionales de la pulpa de la pitahaya amarilla (H.
megalanthus), en donde se obtuvo un contenido en cenizas de 0,344 %. Las cenizas
corresponden a los residuos de caracter inorganico que no llegan a incinerarse cuando
se realizan estudios de determinacion de calidad de alimentos (Marquez, 2014). El
valor evaluado de cenizas se equipar6 a los resultados mostrados por Huachi et al.,
(2015); Ibrahim et al. (2018); Mercado-Silva (2018) de 0,4 %. En cuanto al contenido
de proteina este fue de 11,1 %, el cual se pudo contrastar con la informacion reportada
por lIbrahim et al., (2018) y Mercado-Silva, (2018) donde reportaron un contenido de
0,4 % mientras que Obregon et al., (2021) de 0,5 £ 0,02 %.

Existe escasa informacion que permitan comparar los datos de la presente
investigacion en H. megalanthus. Sin embargo, se reporta el contenido nutricional en
otras variedades cercanas como H. guatemalensis en el estudio realizado por Huachi
et al., (2015) y Sotomayor et al., (2019), donde obtuvieron un valor de 0,67 % para
proteina en la pulpa. Este valor difiere con el dato obtenido en esta investigacion

(Tabla 10) y podria deberse a que H. guatemalensis corresponde a una pitahaya de
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pulpa roja y fruto rojo, sin embargo, se menciona que las caracteristicas nutricionales

que presenta H. megalanthus son mejores a las de otras especies (Obregon etal., 2021).

A continuacion, se reporta una tabla comparativa con otros estudios referente al
contenido nutricional en la fruta de pitahaya, en donde se puede concluir que existe
una notable diferencia entre los valores evaluados de proteina, grasas, fibra y
carbohidratos (Tabla 10). Estas diferencias estan relacionadas con la diversidad
genética que existe en una misma especie de pitahaya en este caso de H. megalanthus.
Siendo asi que, estas caracteristicas son regidas por las condiciones geograficas y
ambientales en las que se desarrollé el fruto. Por esta razon, los componentes
nutricionales varian entre la pitahaya amarilla de este estudio y la encontrada en
literatura (Morillo-Coronado et al., 2017).

Tabla 10.

Comparacion entre valores evaluados y bibliograficos de las propiedades
nutricionales de la pitahaya.

Componente Valor (Ibrahim et (Giménez (Huachi et
nutricional evaluado al., 2018; Solano, 2021; al., 2015;
Mercado- Obregbénet | Vargasetal.,
Silva, 2018) al., 2021) 2020)
Cenizas 0,344 % 0,4 % 0,19 + 0,02 % 0,4 %
Proteina 11,1 % 0,4 % 0,5+ 0,02 % 0,67 %
Humedad 80,8 % 85 % 82+0,2% 84,8 %
Grasas 1,01 % 0,1% - 0,21 %
Fibra Dietética 4,20 % 0,5% 03+0,1% 0,77 %
Carbohidratos 3,00 % 13,2 % 9,1+£0,20% 13,38 %

Con respecto a los callos especificamente del género Hylocereus y la familia Cactaceae
no se han encontrado datos bibliograficos del contenido nutricionales con los grupos
aqui evaluados (cenizas, proteina, humedad, grasas, fibra y carbohidratos) que

permitieran realizar una comparativa. Sin embargo, existen reportes de evaluaciones
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de contenido de fenoles, flavonoides y antioxidantes en la familia Cactaceae, los

mismos que han sido presentado en las anteriores secciones.

De manera general se puede decir que, al comparar las propiedades nutricionales de la
frutay el callo (Tabla 11), se obtuvo que el callo posee valores significativos que
pueden llegar a constituir un sustituto alimentario de la pitahaya. En el caso de los
carbohidratos totales, la frutay el callo poseen el mismo resultado (3%). Con respecto
al componente de proteinas, la fruta posee 6,8 veces mas comparado con el callo,
mientras que en fibra dietética total en el callo posee la mitad del valor de la fruta. Las
cenizas y humedad son mayores en el callo, esto se debe a que los cultivos vegetales
in vitro requieren mas humedad relativa entre el 50% y 80% comparada con la del
ambiente para que el callo pueda mantenerse en constante proliferacion (Aranzales,
2018).

Tabla 11.

Analisis de las propiedades nutricionales de la fruta y callo.

Ensayo Fruta Callo Unidades
*Cenizas, Gravimetria 0,344 0,595 %
*Proteina, Kjeldhal 11,1 1,61 %
*Humedad, Gravimetria 80,8 94,6 %
*Grasas, Gravimetria 1,01 0,123 %
*Fibra dietética total 4,20 2,53 %
*Carbohidratos Totales 3,00 3,00 %

Sélidos solubles 17,5+ 0,02 - ° Brix

pH 4,84 - -

*: Analisis realizados en LACONAL, + refiere a la desviacion estandar

36




CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

El tratamiento con menor cantidad de mucilago en las semillas para establecer
plantulas de pitahaya con una tasa de germinacion del 35% fue el tratamiento
4, cuando las semillas fueron sumergidas a 1 hora de hidratacién, elimindndose
grandes cantidades de mucilago.

En el estudio de la optimizacion de un medio decultivo para el establecimiento
de desdiferenciacion celular y callogénesis se encontré que los tratamientos
suplementados con la mayor concentracion de ANA (2 mg/L) y KIN (1 mg/L)
como reguladores de crecimiento fueron eficaces para inducir la formacion de
callos a partir de explantes de pitahaya. Por otro lado, el uso de 2,4-D mostrd
resultados desfavorables, con poca formacion de callos y oxidacion de los
explantes.

Con respecto a la mejor composicién de medio de cultivo se observo que el
que el medio B5 fue exitoso en la formacién de callos compactos frente al MS,
aunque en varios tratamientos también se obtuvo un crecimiento de raices
durante la inducciodn de callos, lo que sugiere que también puede ser Util para
el desarrollo de drganos vegetales especificos.

El establecimiento de cultivos celulares de H. megalanthus permitié identificar
las distintas fases crecimiento, el cual sera Util para escalamientos a futuro. La
fase de adaptacion se observd hasta los 7 dias, la fase de crecimiento desde el
dia 7 al dia 14 y la fase estacionaria que comprende desde el dia 14 al dia 30,
no se logré evidenciar la fase de muerte celular, ain a los 30 dias de
experimentacion.

En el andlisis nutricional de sistemas biotecnolégicos como los cultivos
celulares se observo que hasta los 14 dias (fase de crecimiento) se tiene el valor
mas alto de capacidad antioxidante (32,901 %) y contenido de fenoles totales
(134,074 mg GAE/g). Mientras que un alto valor de flavonoides totales (29,465

mg QE/g) se lo encontro hasta los 21 dias en la fase estacionaria.
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e La comparacion nutricional entre la fruta y los cultivos celulares de H.
megalanthus mostr6 que el contenido de proteina en la fruta es 6,89 veces mas
alto que en los cultivos celulares. Mientras que el contenido de fibra dietética
total en los cultivos celulares es 1,66 veces menor en comparacion de la fruta.
En cuanto al contenido de carbohidratos totales fue de 3% siendo similar tanto
en fruta como en las células.

e De manera general se puede decir que, lo sistemas biotecnoldgicos como el

cultivo celular puede representar un sustituto alimentario a futuro.

4.2. Recomendaciones

e Para complementar el perfil nutricional se deberia realizar estudios
metaboldémicos dirigidos que nos permita una vision holistica del perfil
nutricional en diferentes sistemas biotecnoldgicos de pitahaya amarilla
(azucares, &cidos organicos, vitaminas y acidos fendlicos) por medio de
técnicas analiticas mas precisas como un RMN o LC masas.

e Complementar este estudio con otros sistemas biotecnoldgicos a partir de
drganos vegetales como raices adventicias y transformadas, ya que permitiria
conocer diferencias de presencia y concentracion de metabolitos, lipidos y/o
aminoacidos frente a los cultivos celulares, presentados en este estudio. Por lo
tanto, este enfoque aportaria a encontrar diferentes sistemas biotecnologicos
que puedan constituir un mejor sustituto alimentario.

e Los sistemas biotecnologicos podrian ser un sustituto alimentario a futuro, sin
embargo, se podria mejorar las caracteristicas de los perfiles nutricionales con
procesos de elicitacion o con la adicidn de precursores que potencien las rutas
metabolicas de interes.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio MS

Tabla 12. Descripcién de los macronutrientes, micronutrientes y componentes

organicos para un litro (L) de medio MS

Componentes Inorganicos

Componentes Organicos

Macronutrientes Vitaminas

KNOs3 1900 mg/L Piroxidina HCL 0,5 mg/L
CaCly 440 mg/L Acido Nicotinico 0,5 mg/L
MgSO4 370 mg/L Tiamina HCL 0,5 mg/L
(NH4).NOs3 1650 mg/L Glicina 2 mg/L
KH2PO4 170 mg/L

Micronutrientes Otros

Kl 0,83 mg/L Mio-inositol 0,1 mg/L
H3BO3 6,2 mg/L Sucrosa 30 g/L
MnSO4. H20 16,9 mg/L

ZnS0O4. 7TH20 8,63 mg/L

NazMoO4. 2H20 0,25 mg/L

CuS0O4. 5H20 0,0025 mg/L

CoClz. 6H20 0,0025 mg/L 5,840,2

Fuente: (UnADM, 2017).
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Anexo 1. Composicion de medio B5

Tabla 13. Descripcion de los macronutrientes, micronutrientes y componentes

organicos para un litro (L) de medio B5

Componentes Inorganicos

Componentes Orgénicos

Macronutrientes

Vitaminas

KNOs 2527,5 mg/L Piroxidina HCL 1 mg/L
CaClz. 2H20 150 mg/L Acido Nicotinico 1 mg/L
MgSQO4. 7H20 246,5 mg/L Tiamina HCL 10 mg/L
(NHaz)2. SO4 134 mg/L
NaH2PO4. H20 150 mg/L
Micronutrientes Hormonas
Kl 0,75 mg/L 2-4D (1-2) mg/L
H3BOs3 3 mg/L Kinetina (0,5-1) g/L
MnSQOas. H20 10 mg/L BAP (0,5-1) g/lL
ZnS0O4. 7TH20 2 mg/L NAA (1-2) mg/L
NazMoOa4. 2H20 0,25 mg/L Otros
CuS0Oa4. 5H20 0,025 mg/L Mio-inositol 0,1 mg/L
CoClz. 6H20 0,0025 mg/L Sucrosa 30 g/L
Hierro pH
Na,EDTA 2H,O 37,2 mg/L 5,8+0,2
FeSOg4. 7TH20 27,8 mg/L
Fuente:(UnADM, 2017).
Anexo 2. Curvas de calibracion de fenoles y flavonoides.
Figura 15. Curva de calibracion de fenoles totales.
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Fuente:(Abril, 2022)
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Figura 16. Curva de calibracion de flavonoides.
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Anexo 3. Andlisis realizados en LACONAL.

100 120

Tabla 14. Fotografias de los analisis de la fruta y callo realizado por LACONAL

Figura 17. Analisis de cenizas Figura 18. Analisis de humedad
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Figura 19. Andlisis de grasa

Figura 20. Proceso de cenizas y proteina
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