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RESUMEN

Se evaluaron diferentes sistemas de desinfeccion de las yemas de la corona de piia Ananas comosus L.

Merry, al igual que algunos medios para la micropropagacion.

Se ensayaron siete tratamientos de desinfeccion. Se encontré que el método mds satisfactorio (30% de

contaminacién y 23% de viabilidad de las yemas) consistio en el siguiente proceso antes de la siembra:
1. lavar con agua y detergente las coronas previamente deshojadas,
2. sumergir dichas coronas en una solucién de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 1% por 5 minutos,
3, enjuagar con agua destilada estéril,
4.  extraer las yemas bajo una cdmara de flujo laminar,

5. . sumergir las yemas en la solucion de NaOCl al 1% por 20 minutos,
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6.  enjuagar con agua destilada esiéril,

7. desinfeccién con NaOCl al 0.7%, durante 20 minutos, seguida por tres enjuagues con agua destilada

estéril.

En la siembra, se utilizé el medio MS producido por Sigma (1988), suplementado con 1.0 mg L de riamina,
piridoxina, dcido nicotinico, sacarosa al 3% y 80 mg L' de sulfato de adenina. Se incubaron en un cuarto a
28°C, 60-65% de humedad relativa y de 1000 a 3000 lux.

En la fase de diferenciacién e induccion de yemas axilares se probaron ocho tralamientos, cada uno de 50
subunidades experimentales. Se encontré que los reguladores de crecimienio (ANA y BA) favorecieron el
desarrollo y la induccién de brotes (26%) en dosis de 0,4 mg L' de ANA y 1,5-2,5 mg L' de BA.

Con el fin de evaluar la consistencia del medio sobre el enraizamiento, se tomaron al azar 60 brotes bien
desarrollados (3-4 cms v cinco meses de edad) con los componenies antes mencionados, excepto Sulfato de
adenina. A los dos meses se evalué el numero promedio de raices y la longitud de éstas. Se encontro que el
medio gelificado no propicié un mayor enraizamiento.

Palabras clave: pira, micropropagacién, desinfeccién, Ananas comasus, enraizamiento.

ABSTRACT

EVALUATION OF SYSTEMS FOR DESINFECTION AND MICROPROPAGATION ON PINEAPPLE Ananas
comosus L. Merry.

Several desinfection systems for pineapple buds and some micropropagations media were lested.

Seven desinfection treatments were studied. The most satisfactory method permitted to reach 30% of
contamination and 23% of viabiliry of buds. This method was the following before seedling:

1. previous defoliate crowns, washing with water and detergent,
2. inmertion of buds in 1% NaOC! solution for 5 minutes,
3. washing with destilled and esteril water,

4. bud extraction under a laminar flux camera,
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5. inmertion of buds in 1 % NaOC! solution for 20 minules,
6. washing with destilled and esteril water,

7. desinfection with 0.7% NaOCI for 20 minutes and then washing three times with destilled and esteril

water.

Sigma (1988) M.S. medium was used for seedling, it was supplemented with 1.0 mg L' of tiamin, pyridoxin
and nicotinic Acid, 3% saccharose and 80 mg L’ of adenine sulfate. It was incubared at 28-30°C, 60-65%
relative humidiry and 1000-3000 lux.

Axillary buds were proved during the differentiarion and induction phases. It was found that ANA y BA grown
regulators favored development and shoot induction (26%) at 0.4% mg L’ ANA and 1.5-2.5 mg L" BA dosis.

In order to evaluate medium consistency on rooting, 60 high developed shoots were sowed, 30 in liquid
medium and the other 30 in agar medium 0.8% with previously mentioned components except Adenine Sulfare.
Two months later, average and length roots were measured. It was found thar gel medium didn't originate a

higher rooting.

Key words: Ananas comnosus, pineapple, micropropagarion, desinfection, rooting.

INTRODUCCION

La propagacién de la pina se efectia en forma asexual, sin embargo una de las dificultades mas notorias del
cultivo a nivel comercial, es la obtencion de la semilla vegetativa con calidad y en cantidad suficiente, que garantice
uniformidad, tanto en el ciclo vegetativo como en la cosecha. Los frutos deben cumplir con la calidad requerida

por las empresas comercializadoras y/o procesadoras.

-El cultivo de épices in virro, permite la clonacion de material sano y de buena calidad, con tasas de
multiplicacién altas y en un tiempo relativamente reducido. Con esta investigacion se logro desarrollar una
metodologia de micropropagacion de pifa relativamente eficiente, iniciando con la siembra in virro de yemas de la

corona, hasta la multiplicacion, individualizacién, enraizamiento y adaptacion in situ.
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REVISION DE LITERATURA

Tipo de explanie

La pifia se propaga vegetativamente mediante hijuclos, brotes, bulbillos, "hapas”, coronas y tocones. La tasa
promedio de produccién de propdgulos en la variedad cayena lisa se aproxima a dos por afio, por lo que se

requeririan 30 afios para producir suficiente material de siembra par una hectdrea, empezando con una sola planta

(Rangan, 1985).

La propagacion in viiro de la pina ha sido investigada por varios autores y con diferentes materiales y/o
variedades: Gutiérrez (1988); Mapes (1973); Pannetier y Lanaud (1976); Santos, Pinto y Rodriguez (1984) y
Zepeda y Sagawa (1981) con Cayena lisa. Ramirez (1984) con Espafiola roja. Poh and Khoon (1975), con "Mas
Merach”, "Singapore Sapanish”, "Mauritius" y Cayena lisa. Garcia (1984) con "Queen”, Espafola Roja y Cayena
lisa. Srinivasa, Doreswamy and Chacko (1981), con un hibrido entre "Queen y Kew", y Casale y De Garcia

(1987), con Espaiola Roja, Nacional y Brecheche.

Como explantes se han usado puntas de raiz, dpices terminales, porciones subapicales y tejido del tallo, obtenidos
de coronas enraizadas. También se han utilizado yemas axilares de coronas, tallos e hijuelos (Casale y De Garcia,
1987; Drew, 1980; Garcia, 1984; Gutiérrez, 1988; Mathews and Rangan, 1979; Poh y Khoon, 1975; Rangan,
1985; Santos; Pinto y Rodriguezl, 1984; Srinivasa; Doreswamy y Chacko, 1981).

Garcia (1984) afirma que las yemas axilares procedentes de la corona, poseen un indice menor de contaminacién
y mayor porcentaje de viabilidad, con respecto a las yemas de los bulbillos e hijuelos, ademas su distribucién en
el tronco de la corona, no afecta la viabilidad de Jas mismas. Sin embargo, Gutiérrez (1988) y Drew (1980)
reportan un mayor porcentaje en la viabilidad de yemas de hijuelos y bulbillos, mientras que en yemas de corona,

solo se obtuvo entre 5% y 10% de viabilidad.
Desinfeccion

Para la desinfestaciéon de yemas de diferentes partes de la planta, se han empleado bdsicamente productos
mercuriales y clorados, con un tratamiento previo o a la vez con algun tipo de detergente. El producto mds usado
es el bicloruro de mercurio, asi: 0.1% del producto por dos minutos (Poh y Khoon, 1975); al 0.1% y por tres

minutos y enjuague de las yemas con agua destilada estéril (Mathews y Rangan, 1979).

El cloro es usado principalmente como hipoclorito de sodio (NaOCI), asi: al 0.5% por 60 minutos, mas tres
gotas de "Tween" a la corona, luego al extraer las yemas, se realiza una desinfeccién al 0.05% por 20 minutos
(Zepeda, 1981); NaOCl al 2.62% por 20 minutos, mds tres gotas de "Tween" (a la corona), luego se sumerge en

alcohol al 70% por un minuto y por dltimo se extraen las yemas en una cimara de flujo laminar y se sumergen en
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NaOCt al 1.31%, por 15 minutos obteniéndose un 10% de contaminacién pero solo un 5% en la supervivencia de

las yemas de la corona (Gutiérrez, 1988).

Efectuando también desinfeccion doble (corona-yema) Garcia (1984) empled un cloro comercial, no especificado,
al 1,2% por 20 minutos a la corona, y al 0,8% por 10 minutos sobre las yemas, obteniendo un 16% de

contaminacién.

Drew (1980); Ramirez (1984) y Santos, Pinto y Rodriguez (1984) han descrito protocolos de desinfeccién de la
corona de la pifia, usando previamente cualquier tipo de surfactante como detergentes y alcohol; con el fin de

facilitar la penetracion de los productos desinfectantes.
Medios de cultivo y establecimiento in vitro

Garcia (1984) afirma que en la etapa de establecimiento (posterior a la desinfeccion) se pueden distinguir tres
posibles evoluciones: las yemas se tornan de color verde y brotan; €] tejido se necrosa, tomando un color marrén;

el tejido permanece de color blanco, pero no se detecta ningin tipo de crecimiento.

La formula més generalizada para los medios de cultivo en trabajos con pifa es la propuesta por Murashige and
Skoog (1962); citados por Casale y De Garcia (1987); Gutiérrez (1988); Mathews y Rangan (1981); Ramirez
(1984); Rangan (1985); Santos er af (1984); Srinivasa er al (1981) y Zepeda y Sagawa (1981). Algunos
investigadores han realizado ligeras modificaciones (Drew, 1980; Garcia, 1984, Poh y Khoon, 1975 y Sigma, 1988).

Se han utilizado medios sélidos con diferentes concentraciones de agar (Drew, 1980; Garcia, 1984; Gutiérrez,
1988; Mathews y Rangan, 1979; Ramirez, 1984), medios liquidos estacionarios los cuales pueden causar
vitrificacién y reduccion de la viabilidad (Garcia, 1984) y medios liquidos en agitacidn, los cuales llegan a triplicar
el desarrollo de los brotes (Casale y De Garcia, 1987; Garcia, 1984; Santos; Pinto y Rodriguez, 1984; Zepeda y
Sagawa, 1981).

Se destaca una gran variedad de combinaciones y concentraciones de reguladores de crecimiento, incluso dentro
de subcultivos. Drew (1980) encontré que benzil amino purina (BAP) y cinetina en las etapas Iy 1I, podia producir
hasta 100.000 plantas a partir de una yema de corona en un ano. Garcia (1984) evalué concentraciones de 0.1 mg
L' de la combinacién zeatina o BAP con acido indol acético (AIA) y cinetina con dcido indol butirico (IBA) en la
primera etapa, para la segunda aumenté la concentracion de tales combinaciones a 1.0 mg L” y no encontré
diferencias significativas entre las combinaciones y concentraciones utilizadas, por lo que concluyé que en las

primeras etapas, el desarrollo es determinado por el balance hormonal endégeno.

Gutiérrez (1988) evalué diferentes concentraciones de acido indol acético (AlA) (a 0,3 mg L") y Benzil Amino
purina (BAP) (0-2,5, 5,0-7,5y 10.0 mg L") y observé que a mayor concentracién se lograba mayor induccién de
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brotes en bulbillos, coronas e hijuelos, pero de origen adventicio, y las plantulas regeneradas presentaron un amplio
rango de variacién somaclonal, lo que puede ser Gtil en mejoramiento genético de la especie.

Al parecer concentraciones de BAP del orden de 0,5-3,0 mg L™ estimula la formacién de brotes de origen axilar

y de 3,0-10,0 mg L' s¢ generan brotes adventicios.

La formacién de brotes se logra con la interaccion de una auxina AIA y una citoquinina BAP a bajas
concentraciones, pues la pifia determina su desarrollo por el balance hormonal endégeno (Casale y De Garcia, 1987;

Garcia, 1984 y Gutiérrez, 1988).

Otros investigadores han evaluado diferentes relaciones de hormonas (auxinas-citocininas) a bajas concentraciones
(2.0 y 1.0 mg L") en medios suplementados con sulfato de adenina (40 mg L") y NaH,PO,. H,O (170 mg L-
"},alcanzando una produccién de 60.000 plantas al afio por corona (Casale y De Garcfa, 1987).

Las sales (MS) suplementadas con leche de coco 25% V/V promueven el desarrollo de brotes individuales, entre
cuyas caracteristicas se cuentan un promedio de 58 hojas desarrolladas en un tiempo de dos meses, los cuales se
multiplican en un medio con la mitad de las sales (MS), suplementado con 1,3 mg L' de BAP. De esta manera
se desarrollan, en promedio, tres brotes en un mes, llegando a una produccién de 8.000 plantas por afio (Zepeda

y Sagawa, 1981).

Ramirez (1984) encontré que una vez iniciado el crecimiento de las yemas, no era conveniente retirar las
citoquininas del medio (cinetina), puesto que un alto porcentaje de las yemas, interrumpian su crecimiento en poco

tiempo.

Medios liquidos en agitacién (150 rpm) suplementados con 4cido naftalenacético (ANA) y cinetina (1.0 mg L")
y sulfato de adenina (20 mg L"), estimularon el desarrollo de 98 plantulas por explante, en un tiempo no indicado
(Poh and Khoon, 1975).

Es posible inducir formacién de callos en brotes originados de yemas de corona, con concentraciones
relativamente altas de (IBA), (ANA) y cinetina (Rangan, 1985). Con semillas in vitro a concentraciones bajas de
IBA y BAP (0.1 mg L"), el embrién se transformaba en callo-y los fragmentos de callo con primordios de brotes
subcultivados en ANA e IBA (2.0 mg L") y BAP (2.5 mg L"), formaron plantas con buen desarrollo radical
(Srinivasa; Doreswamy y Chacko, 1979).

Se han evaluado los efectos de algunas vitaminas, aminoacidos y otros suplementos organicos adicionados al
medio: inositol, acido nicotinico, piridoxina, tiamina, sulfato de adenina, como los mis importantes. Biotina, 4cido
félico, pantotenato de calcio, riboflavina, 4cido ascérbico, L cisteina, glicina y tirosina (Casale y De Garcia, 1987;
Drew, 1980; Gutiérrez, 1988; Mapes, 1973; y Mathews y Rangan, 1979).
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Dentro de estas sustancias vale la pena destacar el sulfato de adenina, pues al parecer esta sustancia estimula el
desarrollo de los érganos formados (Casale y Garcia, 1987; Mapes, 1973; Mathews, 1979y Murashige, 1974).

La leche de coco en concentraciones de 15-25% V/V ha dado buenos resultados (Garcia, 1984; Gutiérrez, 1988;
Mapes, 1973; Mathews y Rangan, 1981) al igual que la caseina hidrolizada 400 mg L' (Mathews y Rangan, 1979;
Mathews, 1979; Rangan 1985). Como fuente de energia se ha utilizado [a sacarosa 20 a 30 gr L' (Casale y De
Garcia, 1987; Gutiérrez, 1988; Ramirez, 1984 y Drew, 1980).

Gutiérrez (1988) después de muchos ensayos encontro que Ias citoquininas inhiben el enraizamiento y la calidad
del sistema radical fue mejor al eliminar las auxinas y adicionar carbén activado al medio, por lo que concluyé que

el enraizamiento in virro de la pifia, no requiere reguladores de crecimiento. El enraizamiento in situ de la pina

ha dado buenos resultados, cuando se aplica agua en abundancia (Casale y De Garcia, 1987; Garcia, 1984).

Se considera que las condiciones de incubacién de los cultivos son los siguientes:

1. el medio de cultivo con un pH que varia entre 5.4-5.8 (Casale y De Garcia, 1987; Gutiérrez, 1988;
Mathews, 1979; Poh y Khoon, 1975 y Srinivasa e al, 1981),

2. la temperatura, entre 24 y 30°C (Casale y De Garcia, 1987, Gutiérrez, 1988; Mathews, 1979; Poh y
Khoon, 1975; Ramirez, 1984 y Zepeda y Sagawa, 1981),

3. la imtensidad luminosa, desde 900 lux (Mathews y Rangan, 1979) a 2100 lux (Zepeda, 1981), pero la
intensidad mas cominmente usada es 1500 lux (Garcia, 1984; Gutiérrez, 1988),

4. el fotoperiodo, 18 horas de luz (Poh y Khoon, 1975) y 16 horas (Garcia, 1984; Gutiérrez, 1988; Ramirez,

1984). Casale y De Garcia (1987) recomienda luz continua,
5. la humedad relativa, 50-60 (Mathews, 1979).

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se efectué en las instalaciones del laboratorio de Crecimiento y Desarrollo de Plantas de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin, con una temperatura promedio anual de 25°C y una humedad
relativa de 65-70%.

El proceso de la investigacién se llevé a cabo en las siguientes fechas:

1.  desinfeccién: noviembre de 1990 a mayo de 1991,
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2. multiplicacién: julio a octubre de 1991,
3. enraizamiento: agosto a octubre de 1991,

Se utilizaron yemas de coronas de pifia Ananas comosus L. Merry variedad cayena lisa, procedentes del Valle
del Cauca y donadas por una empresa de conservas de la ciudad, razén por la cual entre un lote y otro se observé
cierta heterogeneidad, especialmente en el grado de madurez y estado fitosanitario de los frutos. las coronas se

tomaron al azar.

Desinfeccion

Se evaluaron siete tratamientos de desinfeccion, para lo cual se tomaron al azar 20 coronas, éstas se deshojaron
manualmente, se lavaron con agua abundante y se introdujeron en una solucién jabonosa durante 10 minutos, se
enjuagaron y se procedié a extraer 10 yemas por corona, efectuando tres cortes en forma piramidal. Se inici6 el
proceso de desinfestacién con hipoclorito de sodio en su forma comercial (clorox al 5,25% de NaOCl), mis tres
gotas de tween. Las yemas en la solucién desinfectante fueron trasladadas a la cdmara de flujo laminar previamente

desinfectada, donde se continué con la segunda desinfeccion (Tabla 1).

TABLA 1. Concentraciones de hipoclorito de sodio y tiempo de desinfeccion de yema de pifia (Ananas comosus
L. Merry).

Tto. la. Concent.  Tiempo Desinfec. 2a. Concent. Tiempo Desinf. Desinfeccién Previa*
i 1 inut
NaOCL % minutos NaOCl % minutos NaOCl %  Tiempo min.
A 2,0 25 1,0 25
B 2,0 15 1,0 15
C 1,0 35 0,5 35
D 1,0 20 0.5 20
E 0,5 20 0,25 20 ,0 5
F 1,2 20 1,0 20 1,2 5
G 1,0 20 0,7 20 1,0 5

* Estos tratamientos se hicieron después de evaluar los cuatro primeros, por lo que se adicioné una desinfestacién
previa a la corona con NaOCl por cinco minutos. Esta se hizo luego del lavado con agua jabonosa.

Finalmente se hicieron tres enjuagues con agua destilada estéril y se sembraron en frascos pequefios (3 cm de
altura por 1 cm de didmetro), con un m! de medio liquido y se cubrieron con tres capas de polietileno autoadhesivo

(vinilpel).
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El medio de cultivo utilizado fue el siguiente: sales de MS (sigma 6899) suplementados con myoinositol (100
mg L") y tiamina. HCI (1.0 mg L"), 4cido nicotinico (1,0 mg L"), piridoxina (1,0 mg L"), sulfato de adenina (80
mg L") y sacarosa (30 gr L").

Los 200 frascos con su respectiva yema se dividieron en cuatro unidades experimentales cada una con 50 frascos,
los cuales fueron tomados del total al azar. Los cuatro grupos se ubicaron separados sobre un agitador a 120 rpm,
el cual estaba ubicado en un cuarto con temperatura media de 28°C, humedad relativa 60-65% e intensidad luminica
de 1000 a 3000 lux. Se realizaron observaciones cada cuatro dias, descartando luego de cada revision las yemas

contaminadas y registrando las yemas necrosadas, activas (verdes) y las inactivas (blancas).
Ensayo sobre el efecto de reguladores de crecimiento

Se probaron cuatro concentraciones de BAP en combinacion con dos concentraciones de ANA, asi (0-0); (1,5-0);
(2,5-0); (3,5-0); (0-0,4); (1,5-0,4); (2,5-0,4) y (3,5-0,4). Las yemas se desinfectaron segun el protocolo indicado

en el tratamiento G (Tabla 1), dados los resultados obtenidos en los ensayos de desinfeccion.

Las yemas brotaron al mes de sembradas, luego se transplantaron a un recipiente mds grande (5.5 cm de altura
por 5 cm de di4metro). Cada cuatro dias y durante dos meses se observaron las caracteristicas que exhibian los

brotes en cuanto a tamafo y supervivencia.
Prueba comparativa de enraizamiento con medio gelificado y medio liquido

Se aislaron brotes completamente diferenciados, de tres a cuatro centimetros de altura y cinco meses después de
sembrados. Se sembraron 50 en medio gelificado con agar (8 gr L) y 50 en medio liquido, con los componentes
ya indicados en la prueba de desinfestacion, pero suprimiendo el sulfato de adenina. Se hicieron observaciones por

dos meses sobre la longitud y nimero de raices emitidas en ambos tipos de medio.

Diserio experimental

- En los dos primeros ensayos se utilizé un diseio C.A., cuya unidad experimental estaba compuesta por 50

subunidades (una yema en un recipiente con un ml de medio) con cuatro replicaciones.

Para efectuar el andlisis de varianza, se realizaron transformaciones para buscar que las variables tuvieran una

distribucién normal y estabilizar varianzas, ya que originalmente se presentaban con distribucién binomial.

Las transformaciones fueron Ar Seno VX y Vx+0.5 para analizar la contaminacién y la brotacion
respectivamente en la fase de desinfeccion y Ar Seno V/x para mortalidad y brotacién en la fase de diferenciacion.
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FIGURA 1. Resultados de la fase de desinfeccién de yemas de pifia.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Fase de desinfeccién

En la Tabla 2, Figura 1, se pueden apreciar los resultados de desinfeccién de cada uno de los siete tratamientos
evaluados. Aunque se lograron resultados satisfactorios, es posible realizar nuevos ajustes de acuerdo al estado de

cada material.

De estos resultados se puede deducir que a mayor concentracién de hipociorito, se obtiene un mayor niimero de

yemas inactivas y necrosadas, sin o con bajas brotaciones.

La reduccién del tiempo de desinfeccidén de 35 (tratamiento C) a 20 minutos, aumentd la contaminacién
(tratamiento D) pero la brotacién y/o viabilidad de las yemas se aumentd en cinco veces, por que se determinaron
los otros tres tratamientos evaluados, variando las concentraciones ligeramente, pero manteniendo el tiempo de 20
minutos, pues al parecer un tiempo mayor, permite mas penetracién del ingrediente activo, impidiendo el adecuado

desarrollo de los brotes a partir de las yemas.

Se observé que una desinfeccién previa a la corona por 5 minutos con NaOCl al 1% y luego a las yemas en
concentraciones de 1.0% y 0.7 % por 20 minutos, reducfa la contaminacion, manteniendo una brotacién alta (23 %),
en relacion a los resultados reportados por Gutiérrez (1988), para yemas de corona de la misma variedad (5% de

supervivencia).

Al hacer el andlisis de varianza y observando los resultados de la prueba miltiple de promedios (Duncan) (Tabla
3) se observa que para efectos de contaminacion, no se presenté diferencia significativa entre los tratamientos A-B
y los D, F y G, siendo mayor la contaminacidn en el tratamiento E. Respecto a la brotacién (Tabla 4), se descarté
el tratamiento A (no produjo brotes) y se encontré que el mejor fue el tratamiento G.

Los coeficientes de variacién para contaminacién y brotacién fueron relativamente altos (16,9 y 17,9),
posiblemente debido a Ja variabilidad del material, puesto que las coronas se obtuvieron de frutos que procesan las

empresas de conservas en la ciudad y por lo tanto no se tuvo ningtn control sobre el origen y manejo del material.

Por otro lado Casale y De Garcia (1987) argumentan que Jos problemas de ‘contaminacién de las yemas axilares
de pifia, al parecer se deben a la forma y arreglo de las hojas, ya que la unidn entre éstas y el tallo, se constituye
en un reservorio de humedad y se acumulan particulas de suelo, materia organica, restos de hojas y algunos
insectos, condiciones muy apropiadas para el crecimiento de los microorganismos. Ademis los antibi6ticos

utilizados producen disminucién del crecimiento de las yemas y no contrarrestan efectivamente la contaminacién.
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TABLA 3. Prueba miltiple de promedios Duncan para contaminacién, fase de desinfeccion.

Tratamiento Promedio
A: NaOCl (2%) 25 min + NaOCl (1%) 25 min 6,0924 a
B: NaOCl 2%) 15 min + NaOCl (1%) 15 min 8,8147 a
C: NaOCl (1%) 35 min + NaOCI (0.5%) 35 min 16,3044 b
D: NaOCl (1%) 20 min + NaOCl (0.25 %) 20 min 34,4353 c
E: NaOCl (0.5%) 20 min + NaOCl (0.25%) 20 min + NaOCl (1%) 5 min 48,1943 d
F: NaOCl (1.2%) 20 min + NaOCl (1.0%) 20 min + NaOCl (1.2%) 5 min 35,6063 c
G: NaOCl (1.0%) 20 min + NaOCl (0.7%) 20 min + NaOCl (1.0%) 5 min 33,0880 c
Promedio 26,0765
CV =16,9%
TABLA 4. Prueba multiple de promedios Duncan para brotacién, fase de desinfeccion.
Tratamiento Promedio
B: NaOCl (2%) 15 min + NaOCl (1%) 15 min 1,4359 a
C: NaOCl (1%) 35 min + NaOCl (0.5%) 35 min 1,8512 a
D: NaOCl (1%) 20 min + NaOCl (0.5%) 20 min 3,8414 b
E: NaOCl (0.5%) 20 min + NaOCl (0.25%) 20 min + NaOCl (1%) S min 3,0003 b
F: NaOCl (1.2%) 20 min + NaOCl (1.0%) 20 min + NaOCl (1.2%) 5 min 1,4359 a
G: NaOCl (1.0%) 20 min + NaOCl (0.7%) 20 min + NaOCl (1.0%) S min 4,8288 ¢
Promedio 2,8656
CV =179%
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TABLA 5. Efecto del BA y el ANA en la diferenciacién de yemas.

Tto. BAP ANA A B G D E F D,
mg/l11
1 Testigo 38,5 32,0 1,5 6,0 22,0 0,425 9,79
2 1,5 0,0 35,0 36,0 0,0 17,0 12,0 1,085 26,02
3 2,5 0,0 30,5 34,5 0,0 24,0 11,0 0,848 34,51
4 3,5 0,0 38,5 28,0 0,0 20,5 13,0 0,570 33,68
5 0,0 0,4 32,0 37,5 2,0 11,0 17,5 0,481 16,13
6 1,5 0,4 36,5 30,5 3,0 17,0 13,0 1,055 26,75
7 2.5 0,4 40,5 34,0 0,5 16,0 9,0 1,015 26,90
8 3,5 0,4 29,0 41,5 0,0 23,5 6,0 0,961 32,93

% promedio de yemas contaminadas

% promedio de yemas necrosadas

% promedio de yemas inactivas

% promedio neto de brotacion

% promedio de mortalidad (yemas inicialmente brotadas y que terminaron necrosadas)

promedio del tamafio de las yemas en centimetros

O mmg o w»

% promedio real de brotaciéon

Al hacer un cultivo y andlisis microbiolégico, se encontré que la contaminacion que se presentd era debida a

pseudomonas y levaduras, las que producen una apariencia lechosa en los medios de cultivo.
Ensayo sobre el efecto de los reguladores de crecimiento en la brotacion inicial, fase de diferenciacion.

El efecto de la relaci6n ANA-BAP, en distintas concentraciones, se evalud sobre aspectos como necrosamiento
de yemas (B), yemas inactivas (C) (blancas), brotacién neta y real (D* y D**), mortalidad de yemas brotadas (E)
y longitud de brotes (F) y cuyos resultados se observan en la Tabla 5.

Alli vemos que los numerales A, By C, presentan cifras similares entre los tratamientos.

Esta tabla di6 origen a la Figura 2, en la que se grafican los datos indicados en las columnas D, D,, Ey F, se
observan claramente los resultados obtenidos con los ocho tratamientos evaluados; los datos sobre brotacién
muestran que los tratamientos sin BAP (T! y T5, Tabla 5) presentaron un menor nimero de yemas brotadas y la
prueba miiltiple de promedios (Tabla 6) corrobora tal afirmacién, pues s6lo hay diferencias significativas entre estos
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tratamientos y los que tienen BAP. La Figura 2 muestra una mejor respuesta a los tratamientos 3, 4 y 8.

Pannetier y Lanaud (1976) explican que es dificil determinar el numero de yemas viables, ya que se observa una
gran heterogeneidad, debido en gran parte a los estados de ontogénesis de las yemas en el momento de la extraccion.
De ahi que se ha planteado la necesidad de trabajar con plantas madres o donantes de explantes, buscando controlar

la variabilidad del material, lo que no se pudo hacer en este caso.

Tran Thanh Van (1981) argumenta que son tan importantes las condiciones ambientales, nutricionales y
fitohormonales a los cuales se somete el explante, situacidon que se observa en las Tablas 6 y 7, como la influencia
que tiene el pasado de la planta madre sobre dicho explante, pues un pretratamiento a ésta, puede moldear

caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y genéticas.

TABLA 6. Prueba miltiple de promedios Duncan de brotacién, fase de diferenciacion.

Tratamiento BAP mg L ANA mg L Promedios
T 0 0 17,7518 a
T2 1,5 0 30,3092 b
T3 2,5 0 35,9490 b
T4 35 0 35,3990 b
TS 0 0,4 23,2790 a
T6 1,5 0,4 31,0743 b
T7 2,5 0,4 31,1467 b
T8 1,5 0,4 34,8995 b
Promedio 29,9761

Por otro lado Debergh y Moore citados por Garcia (1984), estudiaron varias especies y relacionaron el estado
fisiol6gico de las plantas madres con la viabilidad del material en cultivo in vitro y concluyeron que era
absolutamente necesario el establecer una fase que denominan cero y que se refiere al tratamiento homogéneo de
las plantas madres, para obtener un material seleccionado de alta viabilidad. Dicen que como estado fSpIimo debe
entenderse no sélo el aspecto exterior del material, sino las condiciones intrinsecas de la planta en la época de

fertilizacién, maduracién, condiciones hidricas, método de cultivo, etc. -~
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FIGURA 2. Resultados de la fase de diferenciacién de yemas de pifia.




Evaluacj6n de sistemas de desinfeccién y medios para....

La longitud de los brotes fue estimulada por BAP a concentraciones de 1,5 mg L™ hasta 2,5 mg L. Al parecer
una concentracién mayor a 3,5 mg L' de BAP tiende a disminuir el tamafio de los brotes (Figura 2, Tabla 5) y a

estimular la formacién de yemas adventicias, lo que coincide con lo dicho por Poh y Khoon (1975), Hosoki y

Asahira (1980); Garcia (1984) y Gutiérrez (1988).

Los coeficientes de variacion para brotacién y mortalidad fueron 15,7 % y 23,15% respectivamente. Las razones

de éstas ya fueron discutidas.

Los resultados indican la necesidad de utilizar especialmente citoquininas (BAP) en la fase de establecimiento
del cultivo, lo que coincide con las recomendaciones de Casale y De Garcia (1987), pero que contrarian las
conclusiones de Garcia (1984) y Gutiérrez (1988), quienes concluyeron que las yemas de corona, estan abastecidas
por un contenido hormonal endbgeno, que les permite un desarrollo inicial adecuado, de modo que cualquier adicion

externa resulta innecesaria.

Ramirez (1984) obsevé que los medios que carecieron de citoquininas presentaron el més alto porcentaje de
mortalidad de las yemas, al igual que 1o observado para los tratamientos 1 y 5 que carecian de esta hormona (Tabla
7).

TABLA 7. Prueba miltiple de promedios Duncan de mortalidad, fase de diferenciacién.

Tratamiento BAP mg L' ANA mg L' Promedios
T 0 0 27,6654 ¢
T2 1,5 0 19,7866 ab
T3 2,5 0 19,2195 ab
T4 3,5 0 20,9436 abc
TS 0 0,4 24,6157 bc
T6 1,5 0,4 20,4788 abe
T7 2,5 0,4 17,1913 ab
T8 3,5 0,4 13,6329 a
Promedio 20,4417

Lataena citado por Ramirez (1984) plantea que la mortalidad de las yemas, luego de iniciado el crecimiento y
brotacién, puede estar influenciado por innumerables factores como el grado de desarrollo fisiolégico de la yema
en el momento de la siembra, asi como los dafios ocasionados en el proceso de manipulacién de la misma y el

deterioro que pudieran causar los agentes esterilizantes.
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Cuando se usa una citocinina en combinacién con una auxina, los brotes generados son de mayor tamafio y
Moore (1984) afirma que el efecto mds obvio de las auxina, es la promocién del alargamiento celular y que su uso
en conjunto con las citoquininas, ha sido basico para lograr resultados satisfactorios en muchas especies de plantas

cultivadas in vitro.
Prueba comparativa de enraizamiento

Al reaiizar la prueba de T para comparar ]a media de enraizamiento (Tabla 8), con respecto al nimero y Jongitud
de raices, no se encontré una diferencia significativa cuando se utilizé como sustrato de enraizamiento el medio

gelificado con 0.8% de agar y el medio liquido.

No es necesaria la adicién de reguladores de crecimiento para inducir el enraizamiento (Gutiérrez, 1988), pues
tanto en medio sélido como en liquido, se logré inducir la formacién de raices, sin adicionar auxinas. En cuanto
a la consistencia fisica del medio, algunos autores recomiendan el medio sélido (Gutiérrez, 1988; Srinivasa;
Doreswamy y Chacko, 1981; Zepeda y Sagawa, 1981) y otros indican que han obtenido mayor enraizamiento en
liquido (Mathews, 1979; Rangan, 1985).

Al parecer en pifia es ms econdmico el enraizamiento ex vitro, para lo cual es necesario eliminar las hojas mas
externas y sembrar en un sustrato como turba y arena (1:1) con alta humedad y sombreado (Casale y De Garcia,
1987; Garcia, 1984).

CONCLUSIONES

1. Altas concentraciones de NaOCl y/o tiempos muy prolongados (mayores de 20 minutos) inhiben la

brotacién de las yemas de piia.

2. Labrotacién y crecimiento de yemas axilares son estimuladas principalmente por BAP en concentraciones
de 1,5-2,5 mgL'. La carencia de éste incrementé la mortalidad prematura de las yemas brotadas.

3. Los medios gelificado y liquido no presentaron diferencia significativa sobre el estimulo y desarrollo de

raices de pldntulas que crecen in vitro.
4. Se puede considerar que las yemas de corona de pifia, variedad cayena lisa, se desarrollan adecuadamente

en un medio MS suplementado con tiamina, piridoxina y 4cido nicotinico (1,0 mg L"), sulfato de adenina
(80 mg L"), inositol (100 mg L"), sacarosa (30 g L"), BAP (1,5-2,5mg L") y ANA (0,4 mg L").
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aer

TABLA 8. Efecto de la consistencia del medio sobre el enraizamiento de plantas de pifia Ananas comosus L.

Merry.
No. Planta Medio Gelificado Con agar 0.8 % Medio Lfquido
Nimero de rafces Longitud Nimero de Longirud
raices
1 3 1,63 2 1,60
2 8 2,60 3 2,50
3 6 1,34 2 1,90
4 5 2,00 3 1,00
5 4 1,65 4 1,50
6 4 2,40 5 2,20
7 3 2,40 5 2,60
8 5 2,00 5 0,80
9 4 0,80 3 0,95
10 4 1,20 2 1,30
11 5 1,60 2 1.20
12 3 4,00 2 3,60
13 5 1,60 4 2,00
14 3 0,80 3 0,50
15 4 1,80 6 1,25
16 7 1,70 6 2,00
17 3 2,40 5 0,60
18 5 0,70 6 0,50
19 3 0,80 3 2,20
20 5 1,20 3 1,00
21 4 1,70 5 1,40
22 5 1,70 8 1,90
23 5 1,20 5 2,00
24 6 1,40 4 1,20
25 8 2,50 3 2,30
26 7 3,50 7 1,90
27 6 2,50 6 2,30
28 5 2,00 4 2,10
29 4 1,60 5 2,50
30 3 0,70 5 2,10
Promedio 4,77 1,80 4.20 1,69
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