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INTRODUCCION

La pifia (4nanas comosus_(L). Merr.), es una planta monocotiledonea, herbacea,
perenne, aldgama, autocompatible de reproduccion principalmente asexual. Es originaria
de Sudamérica, concretamente de Brasil, donde la encontraron los colonizadores
espafioles y portugueses.

La pifia es una especie de importancia econémica dentro de la familia de las
bromeleaceas, recientemente se ha colocado entre los primeros lugares en la produccion
mundial y es preferida por los paises de clima templado a donde se exporta (SIACON,
SIAP, SAGARPA, 2003).

Al igual que el mango y la chirimoya, la pifia es clasificada como una de las
frutas mas finas de los trdopicos, es conocida y estimada en todo mundo, por su
aroma exquisito, por su delicado sabor, por su grado de suculencia, por su
contenido en bromelina (enzima que facilita la digestion de las proteinas) y por sus
grandes propiedades nutritivas (energia, vitaminas, proteinas, minerales y agua).

Los principales productores mundiales de pifia son: Tailandia (1°978,822 Tons.);
Filipinas (1°619,860 Tons.); China (1°350,120 Tons.); Brasil (1’307°691 Tons.); India
(1°100,000), para el afio 2001 (SIACON, SIAP, SAGARPA, 2003).

En México en el afio 2001 la superficie sembrada fue aproximadamente de
14,158 has con un promedio de rendimiento de 625,956 ton. donde los principales
Estados productores fueron Veracruz (411,293 Tons.); Oaxaca (131,160 Tons.);
Tabasco(59,880 Tons); Nayarit (11,636 Tons.); y Chiapas (6,402 Tons.) (SIACON,

SIAP, SAGARPA, 2003).



Su fruto es partenocarpico y generalmente produce polen y o6vulos
funcionales pero autoincompatibles, sin embargo, cuando ocurre la polinizacion
cruzada natural o inducida son producidas de 2,000 a 3,000 semillas por fruto, las
cuales tienen dificultad para germinar, lo que obstaculiza los programas de
mejoramiento genético en esta especie.

Los problemas fitosanitarios mds importantes en el cultivo de pina, lo
constituyen las enfermedades causadas por hongos y bacterias, problemas que se ven
favorecidos por la forma tradicional de propagar (coronas, brotes, chupones, renuevos
etc), y por el mal manejo de material madre, lo que permite que las enfermedades se
vayan transmitiendo de generacidon en generacion.

Generalmente los propagulos se obtienen en aproximadamente 24 meses después
de la siembra, el numero de ellos depende del estado nutricional y de la variedad, si se
desea la introduccion a nivel comercial de una variedad, por ejemplo la cual produce dos
propagulos por planta, se necesitarian alrededor de 30 afios para tener suficiente material
para sembrar una hectdrea a partir de una planta. Es decir la propagacion de pifia
mediante el método convencional requiere de mucho tiempo, para producir cantidades
suficientes de una variedad recién liberada o material para pruebas experimentales
(Guzman, 1990).

La dificultad de desarrollar programas de mejoramiento genético indica la
conveniencia de emplear el cultivo in vitro en esta especie. En la actualidad solo algunos
paises como Estados Unidos, Australia y Malasia han establecido tal metodologia a

escala comercial.



Un aspecto importante que debe ser considerado, es el contar con un método de
propagacion rapido para reproducir suficientes plantas de mejor calidad a fin de
incrementar los rendimientos en el cultivo de pifia en nuestro Pais.

El desarrollo de la técnica de cultivo de tejidos ofrece una buena alternativa para
la clonacion masiva de material vegetativo de calidad seleccionada, por lo que el
presente trabajo tiene como objetivo establecer la metodologia que permita la obtencion
y propagacion de plantas de pina (Ananas comosus (L) Merr) variedad “ Champaka” a

partir de yemas axilares de la corona.

Objetivo general
Determinar el proceso de micropropagacion de pifia (Ananas comosus ( L) Merr)
variedad Champaka, para obtener una mayor cantidad de plantulas en un periodo corto y

con un alto grado de homogeneidad.

Objetivo especifico
e [Establecimiento del cultivo aséptico
- Estimar diferentes concentraciones de fitorreguladores en el medio

nutritivo para lograr el establecimiento del indculo o explante.

e Propagacion masiva in vitro o micropropagacion
- Evaluar las concentraciones adecuadas de fitorreguladores en el medio de

cultivo, que generen un mayor nimero y calidad de brotes.



e Enraizamiento in vitro
- Obtener las concentraciones adecuadas de fitorreguladores, para inducir a

partir de propagulos la formacion y desarrollo de raices in vitro.

Hipotesis

¢ Es posible establecer concentraciones de fitorreguladores eficientes para lograr

el desarrollo de las fases de la micropropagacion de piia variedad Champaka.

¢ La produccién por medio de micropropagacion garantiza un mayor numero de

plantulas de pifia en un corto periodo de tiempo.



REVISION DE LITERATURA

El origen de la pifia Origen y Distribucion

(Ananas comusus (L) Merr.),
ostenta la distincion que se le ha conocido a todas las plantas alimenticias del
mundo que fueron seleccionadas, desarrolladas y cultivadas por los habitantes
prehistoricos y que llegaron hasta nosotros a través de civilizaciones primitivas
(Ochse, 1982).

Ademas, la pifia es uno de los frutos mas importantes dados al mundo por
el hemisferio occidental, especificamente América del Sur, de los Estados tropicales
de Mato Groso, Goias, Minas Gerai y Sao Paulo en Brasil; asi como del Norte de
Paraguay y Argentina; se encuentra en un vasto cuadrilatero situado entre los 15°

y 30° de latitud sur y 40°y 60° de longitud Oeste, aunque actualmente se encuentra

difundida en muchas regiones tropicales del mundo (IICA, 1983).

Clasificacion taxondmica
La piiia comercial segin (Dalldorf, 1990) se clasifica de la siguiente manera:

Division :Spermatophita

Clase: Monocotiledonea

Orden: Farinosae

Familia : Bromeliaceae.

Genero: Ananas



Especies : comosus

Descripcion de la planta

Es una planta terrestre, rustica, con forma de roseta y de hojas largas, lanceoladas
y rigidas que suelen presentar espinas en sus bordes; bajo condiciones naturales
produce en un afo y medio a dos, para lo cual desarrolla un tallo central erecto
sobre el pedunculo floral que al madurar origina un fruto multiple. En el apice del
tallo se ubica el iinico punto de crecimiento activo del que surge la inflorescencia,
una espiga de la que salen flores blancas o violetas. La cascara es dspera y gruesa;
interiormente la fruta presenta una carnosidad que es la parte comestible y la cual
tiene un sabor que resulta muy agradable a la mayoria de los consumidores,

(IICA,1983).

La planta de pifia es herbacea, perenne, monocotiledonea y puede alcanzar una
altura de 90 centimetros y extenderse lateralmente de 120 a 150 centimetros,
(Ochse, 1982).

A continuacion se describen las partes y 6rganos de la planta de pifia:

Raiz

El crecimiento de la planta de pifia se asocia a dos tipos de raices que son las
del suelo y las axilares o adventicias. El sistema de raices del suelo proviene de la
base del tallo, tiene una extension lateral de uno a dos metros y penetra a
profundidades de hasta 80 centimetros, a un cuando la mayoria se encuentra en los

primeros 30 centimetros. Las raices adventicias se desarrollan en las axilas de las



hojas, probablemente como respuesta a la acumulacion de agua en la base de las
misma por el rocio, lluvia o irrigacion. Estas raices absorben gran parte del agua y

los agroquimicos aplicados por via foliar, (Rebolledo ez. al., 1998).

En las piiias de propagacion vegetativa, todas las raices son adventicias y forman
en la base del tronco, un sistema corto y compacto con numerosas raices fuertes de

ramificacion escasa (SARH, 1992).

Tallo

El tallo es relativamente corto y grueso, tiene la forma de un mazo de
consistencia carnosa y mide de 20 a 40 centimetros de longitud, en su base es
angosto de 2 a 4 centimetros y justo debajo del apice esta su parte mas ancha, de 6
a 8 centimetros de diametro aproximadamente, con nudos muy cortos, de uno a
diez milimetros entre ellos. Los meristemos producen de 70 a 80 hojas, a menos

que la planta se induzca a florecer prematuramente (Rebolledo et. al., 1998).

Hoja
Una planta adulta presenta de 70 a 80 hojas, dispuestas en espiral,
formando una roseta en la cual los elementos jovenes se encuentran en el centro

(Rebolledo et. al., 1998).

Pedunculo



El pedunculo es la prolongacion del tallo que se desarrolla cuando la planta
completa su crecimiento vegetativo, se manifiesta por un engrosamiento del tallo en
su meristemo terminal, después de un periodo corto en el cual se habia estrechado
del pedinculo, en el extremo apical se desarrolla la inflorescencia de la que dara
origen al fruto (Rebolledo et. al., 1998). El pedunculo sostiene al fruto compuesto,
rematado por una corona (SARH, 1992).

Flor

La flor individual de la pifia estd formada por verticilos de tres partes,
sépalos, tres pétalos, dos grupos de tres estambres y un gineceo de 3 carpelos, cada
flor tiene una bractea inferior ancha y carnosa en la base, la que funciona con los
tejidos de la flor y con el eje central de la inflorescencia, el apice de la bractea es
agudo y duro, semejante al de las hojas en su aspecto externo. Los sépalos son
cortos, anchos y de apariencia similar a la bractea, (Rebolledo et. al., 1998).

El niimero de flores por espiral varia mucho, se considera un total de 100 a
200 flores, en los ocho espirales que conforman el fruto compuesto, son
autoestériles o puede producirse fecundacion y formacién de semillas por
polinizacién cruzada con otras variedades o individuos fuera de tipo, lo cual es

comercialmente indeseable, (SARH, 1992).

Fruto

El fruto se forma por partenocarpia natural, es decir, sin la fecundacion del évulo y

por lo tanto sin la formacion de la semillas, después de la antesis, todas las piezas

florales contribuyen a formar frutos partenocarpios, los estambres y los pétalos se



marchitan. excepto el estilo, botanicamente el fruto es una sorosis, constituido por
un eje carnoso o corazon, del cual parten las flores que son conceiscentes durante el

desarrollo del fruto (Rebolledo et. al., 1998).

Inflorescencia

El meristemo apical forma anormalmente una inflorescencia de muchas
flores, unida cada una con una bractea inferior, segin el cultivar, el eje de la
inflorescencia crece y se separa de la corona de hojas y esta provisto por bracteas

agudas o bien la inflorescencia como sentada en las hojas (Rebolledo et. al., 1998).

Genética

La planta de pifia presenta una reproduccion practicamente asexual; dentro de la
misma variedad sus flores son autoestériles y por lo tanto no producen semilla.

La autoincompatibilidad disminuye a medida que las variedades se alejan mas
genéticamente. Es altamente heterocigoto, con cromosomas pequeiios, en donde el
normal diploide es 2n = 2 x 50, triploide 2n = 3 x = 75 como el clon Cabezona, o

tetraploide 2n=4 x = 100 como el clon James Queen.

Propagacion asexual de la pina
La propagacion de la pifia es asexual y para su establecimiento se utilizan
brotes vegetativos que la misma planta emite en forma natural, los cuales se

describen a continuacion (Rebolledo et. al., 1998).



Corona

Se localiza en la parte superior del fruto y es de hecho el meristemo apical de la
planta; como el fruto se cosecha y se comercializa con la corona, este material solo
esta disponible durante el periodo de actividad de las industrias procesadoras
locales. Durante la seleccion deben desecharse las coronas muy pequeiias, aquellas

que estan sin cogollo y las miltiples.

Gallo

Se desarrollan a partir de yemas axilares del pediunculo del fruto. Se producen en

promedio dos por planta, aunque en la cosecha de los meses de mayo a julio se

incrementan a cinco, debido a que la diferenciacion floral de la planta madre

ocurre en forma natural o inducida durante los meses de noviembre, diciembre y

enero.

Clavo

Son los vastagos que se originan de las yemas axilares del tallo, es el tipo mas

abundante, se producen en promedio cuatro brotes por planta.

Los tres tipos de brotes difieren en su forma y en la longitud de su ciclo. En



condiciones normales, la corona requiere un promedio de 19 meses para fructificar,

mientras que el gallo y clavo requieren 16 y 17 meses respectivamente.

Entre los principales problemas que se tienen son la produccion y seleccion de
plantulas que son destinadas para nuevas plantaciones, ya que las se encuentran
infectadas de una gran variedad de patégenos, ademas de la deficiencia de material
vegetativo de propagacion, cuando se desea fomentar nuevas areas, o introducir

una nueva variedad (Guzman, 1990)

Micropropagacion

Micropropagar, es el proceso de multiplicar plantas in vitro a partir de un
fragmento de una planta madre y del cual se obtiene una descendencia uniforme en

condiciones de asepsia (Hermosilla, 2003)

La micropropagacion es la aplicacion de técnicas de cultivo de tejidos a la
regeneracion y propagacion comercial de plantas enteras, es un desarrollo mas reciente
que se ha convertido en una alternativa importante de lo métodos convencionales de

propagacion en una amplia gama de especies de plantas (Hartmann y Kester, 1999).

La micropropagacion es la reproduccion vegetativa de plantas in vitro. El
desarrollo del cultivo in vitro se puede regular efectivamente con la aplicacion de
reguladores de crecimiento, como también optimizar las condiciones nutricionales y

fisicas de los cultivos. La efectividad de reproduccion in vitro es mucho mayor que la



reproducciéon convencional (in vivo), por eso, en los procesos tecnoldgicos, se da

preferencia al cultivo de yemas apicales, yemas axilares y cultivos nodales (Rivas,2001).

Tapia y Hepp (2004), mencionan las siguientes fases del proceso de micropropagacion:

Fase 0: Preparacion de la planta madre.

Fase 1: Establecimiento del cultivo aséptico

Fase 2: Proliferacion

Fase 3: Enraizamiento.

Fase 4: Aclimatacion

Proceso de la micropropagacion

FASE 0.- Preparacion de la planta madre

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia se deben obtener

explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado.

FASE 1: Establecimiento del cultivo aséptico

Una vez escogida la planta madre, se extraen los fragmentos a partir de los cuales
se obtendran los explantes. Antes de extraer los explantes se harad una desinfeccion de

los fragmentos de planta madre para eliminar los contaminantes externos.

Una vez desinfectado el material vegetal, se debe mantener en condiciones de

asepsia. Ya en condiciones de asepsia, se extraeran los explantes del material vegetal y


http://www.monografias.com/trabajos13/cultvitro/esterimv.htm

se pondran en un medio de iniciacion dentro de un tubo de cultivo, para poder controlar

la sanidad y la viabilidad de los explantes.

La funcion de esta etapa es establecer al explante en el medio de cultivo e inducir

el desarrollo de brotes multiples, lo cual puede implicar:

A) Estimular la formacion de brotes axilares
B) Iniciar brotes adventicios en brotes, hojas, escamas, bulbos, escapos
florales, cotiledones y material similar a la iniciacion de formacién de callo

en superficies cortadas (Hartmann y Kester, 1999).

FASE 2: Proliferacion de los brotes

Esta etapa conlleva al desarrollo de brotes adventicios y a la proliferacion de
yemas laterales, de manera que al final de esta fase se podria lograr el aumento en el

numero de propagulos practicamente en forma exponencial (Tapiay Hepp, 2004).

Hartmann y Kester (1999), mencionan que durante esta fase se espera que los
explantes que sobrevivieron de la FASE I originen brotes (de procedencia axilar o
adventicia) con varios entrenudos. Periddicamente estos nuevos brotes se deben
subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de cultivo u

otros recipientes adecuados.

En esta etapa de multiplicacion, de cada explante se ha formado un macollo de
brotes que salen de una masa basal comtn expandida del tejido de tipo callo. Ahora esta
estructura se divide en propagulos separados, que se transplantan a un medio de cultivo

fresco (Hartmann y Kester, 1999).



El medio de proliferacién es un medio inorganico de Murashige y Skoog (1962)
con un balance de concentraciones de citokininas/auxinas de 10/1. El pH del medio se

ajusta a 5.8.

La transferencia consiste en tomar brotes y cortarlos con bisturi dividiéndolos en
brotes individuales y meterlos en nuevo medio de proliferacion. Asi se pueden establecer
ciclos de multiplicacién cada 4 a 6 semanas. Este proceso se puede continuar mas o
menos por un afio. La tasa de multiplicacion varia entre 2 y 8 dependiendo de la
variedad. Cuando el nimero de brotes se eleva se separan para subcultivarlos en un
medio apto para la formacion de raices. Lo cual forma la segunda etapa, la etapa de

regeneracion. (Laboratorio Micropropagacion de MUSA spp. Cultivo in-vitro

pruduccion, 2001).

FASE 3: Enraizamiento.

En esta etapa se usa un medio de regeneracion. El mismo medio MS con un
balance de concentraciones de citokininas/auxinas de 1/1, que promueva una
prolongacion del tallo y la formacion de raices. Esta etapa dura dos meses. En la ultima
transferencia se pueden bajar las concentraciones de nutrientes en el medio MS y aplicar

otra auxina para mejorar la formacion de raices, (Laboratorio Micropropagacion de

MUSA spp. Cultivo in-vitro produccion, 2001).

Los brotes obtenidos en la etapa anterior y que han experimentado crecimiento
en elongacion se incuban en medios de cultivo que promueven la formacién de raices. El

enraizamiento puede ser in vitro o ex vitro, Los brotes obtenidos en la etapa anterior y
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que han experimentado crecimiento en elongacion se incuban en medios de cultivo que

promueven la formacion de raices.

Para enraizar los explantos se utilizan principalmente dos métodos:

e Enraizamiento in vitro

Se transfieren los brotes obtenidos durante la fase de proliferacion a un

medio libre de reguladores de crecimiento o que contenga auxinas.

e Enraizamiento ex vitro

Los explantes se deben transferir a un sustrato limpio, aunque no

necesariamente estéril.

Con este método es necesario que el medio de enraizamiento esté libre de
organismos patogenos y que los brotes tengan las hojas bien desarrolladas, ya
que deben realizar fotosintesis para que la planta tenga una fuente de energia para

enraizar y desarrollarse (Tapia y Hepp, 2004).

FASE 4: Aclimatizacion

Dado que las plantulas obtenidas in vitro, carecen de adaptaciones morfologicas

que les permitan el traspaso directo a las condiciones de campo, €stas deben ser



mantenidas por tiempos variables en invernaderos donde la temperatura, humedad

relativa e intensidad luminica sean estrictamente controladas.

Las plantas aclimatadas de muchas especies de importancia agricola y
forestal se han micropropagado comercialmente y son cultivadas bajo condiciones

de campo con éxito.

Las plantas sanas de un tamafio de 7 cm, con raices bien formaday por lo menos
tres hojas verdes se pueden transferir al invernadero para aclimatarlas a las condiciones
fuera del laboratorio. Las primeros semanas se meten las plantas debajo de plastico, con
buenas condiciones de temperatura y fertirrigacion, las plantas estdn listas para

sembrarse en el campo después de 2 meses (Laboratorio Micropropagacion de MUSA

spp. Cultivo in-vitro produccion, 2001).

Los explantes deben ser aclimatizadas a las condiciones de humedad del
invernadero disminuyendo progresivamente la humedad relativa e incrementando

progresivamente la intensidad de luz (Hermosilla, 2003).

Usando los métodos de micropropagacion, los viveristas pueden rapidamente
introducir genotipos selectos de plantas de su interés en cantidades suficientes como

para tener un impacto en el mercado de plantas (Tapia y Hepp, 2004).

Ventajas de la micropropagacion.
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* La micropropagacion permite a los propagadores operar durante todo el afio con la

produccion programada en forma mas ajustada a las ventas.

* Permite controlar condiciones ambientales como luz, temperatura y humedad

(Hartmann y Kester, 1999).

* Un explante puede ser multiplicado en varios miles de plantas en menos de un afio.
Una vez establecidos los cultivos se dispone de una fuente continua de micro-esquejes,
que luego de enraizar se convierten en plantas "true-to-type", sin importar la estacion del

aflo, por lo tanto sin interrupcion (Tapia y Hepp, 2004).

* Mayor rapidez en la introduccion del producto debido a: Seleccion individual de
plantas élite, altos coeficientes de propagacion, uniformidad en las plantas producidas y

elevadas producciones en espacios reducidos.

* Mayor calidad del producto: El valor del producto se incrementa como consecuencia
de que se producen plantas libres de enfermedades y mejoramiento del fenotipo de las

plantas (Tapia y Hepp, 2004 ).

Micropropagacion de pifia

Seleccion y mantenimiento del material vegetativo
De la planta de pifia lo mas utilizado como explante en el cultivo de tejidos es la

corona (George, 1996; Dewald et. al., 1988 y Zepeda y Sagawa, 1981)



El proceso inicia con la seleccion del material vegetativo, generalmente plantas
adultas con las caracteristicas deseables. Estas plantas seleccionadas se cuidan,
proporcionandoles condiciones ambientales dptimas para su desarrollo, con un control
estricto de plagas y enfermedades, para lo cual se mantienen en un invernadero con las
condiciones adecuadas de temperatura, humedad relativa e intensidad luminica, con lo
que se logra el aprovechamiento méaximo de las partes vegetativas (explantes)
obteniendo con ello explantes de muy buenas caracteristicas (sanos, turgentes,
vigorosos); y ademds que se debe inducir a la planta para que se encuentre en
crecimiento activo y no en estado de letargo (Hudson, 1987)

Guzman (1990), recomienda mantener el material vegetativo seleccionado como
planta madre en el invernadero, por un periodo de un mes, aplicindole Captan y

Agrimicin 2 g/l, cada 8 dias antes de cortar y sembrar los indculos al medio de cultivo.

Establecimiento del cultivo aséptico

En la segunda etapa de micropropagacion se reciben las partes vegetativas de la
planta madre proveniente del invernadero, para tal actividad es necesario desinfectar
dicho material con hipoclorito de sodio y algtin otro fungicida o bactericida, las dosis de
producto y tiempos de desinfecciéon son de acuerdo al material vegetativo (Hudson,
1987).

Gutiérrez, et. al., (1991), mencionan que en el proceso de implantacion se
obtienen porcentajes de contaminacion del 5 al 10 %. Utilizan para ello dos
desinfecciones, en cloro y en alcohol.

En la primera, los materiales deshojados y lavados se colocan en cloro,

utilizando cuatro concentraciones (25, 50, 75 y 100% v/v de cloralex) con tres periodos



de tiempo (10, 15 y 20 minutos) y se enjuagan tres veces en agua destilada estéril,
enseguida se extraen las yemas axilares y por inmersion se desinfectan en alcohol al 70
% durante un minuto, la ultima desinfeccion se realiza con cloralex en concentraciones
de 25, 50 y 75% v/v por 15 minutos y se enjuagan tres veces con agua destilada estéril
para ser sembradas en el medio de cultivo. Los resultados con bajo porcentaje de
contaminacion se logran con la concentracion al 50% de cloralex durante 20 minutos en
la primera desinfeccion, incluyendo las dos desinfecciones subsiguientes, en las que ya
no importa la concentracion.

Varios autores han utilizado el medio nutritivo Murashige y Skoog (1962)
adicionandole auxinas y citocininas para inducir la formacion de brotes de pifa.

Autor Concentraciones de reguladores de crecimiento utilizado para

inducir la formacién de brotes de pifia.

Mathews ez al. (1976) | 0.1 mgl”" Acido indolacético + 0.1 mgl” Benzilaminopurina

DeWald et al. (1988) |2 mgl” Acido naftalenacético + 2 mgl”" Benzilaminopurina

Fitchet (1990) 2 mgl" Acido naftalenacético + 2 mgl' Acido indolbutirico

+ 2mgl" de Kinetina

Almeida et al. (1998) trabajé con brotes laterales de pifia, utilizando
concentraciones de TAA (ng/l'l) y BAP (0, 1,2,3,4,05 mg/l'l), donde los mejores
resultados para la variedad de Perola fueron obtenidas con BAP en 2 y 1 mg/”' para las

etapas de establecimiento.

Propagacion masiva

La tercera etapa de la micropropagacion consiste basicamente en la generacion
de brotes, lo que se conoce como multiplicacion. En esta etapa se pueden utilizar los
mismos componentes del medio de cultivo, pero variando las proporciones de los

reguladores de crecimiento.




Para la etapa de multiplicacion se utilizan las sales inorganicas de
Murashige y Skoog (1962), complementandolas con vitaminas y reguladores de
crecimiento en donde el objetivo es la brotacion multiple (Hudson, 1987)

Cordeiro et al. (1999) utilizaron el medio MS (1962) suplementado con
vitaminas, 30 gl de sacarosa y 4.5 gl de agar para la propagacion masiva del cultivar
Champaka, agregando solo Benzilaminopurina (BAP) en dosis diferentes de 0.05, 0.5, 1
y 2 mgl’, donde los mejores resultados los obtuvo a los 75 dias con el tratamiento
compuesto de 0.5 mgl”' de BAP.

Almeida et al. (1998) coloco plantulas de pifia obtenidas del establecimiento del
cultivo aséptico en un medio MS suplementado con 40 gl de sacarosa, 7 gl de agar y
benzilaminopurina, en concentraciones de 0, 1 y 2 mgl” para induccion de la
proliferacion de brotes, encontrando con 1 mgl' de benzilaminopurina, la mejor
respuesta.

Ramirez y Santana (1986), establecieron yemas de pifia de la variedad Espaiola
Roja en diferentes medios de cultivo, con auxinas y citocininas, en donde Ia
combinacion de acido naftalenacético (ANA) y kinetina en concentraciones de 1.0 y 2.0
mgl™” respectivamente, resultaron adecuadas para el desarrollo de la morfogénesis. Con
esto comprueban la alta capacidad de regeneracion con alrededor de 40 plantas por yema
en el segundo subcultivo.

Guzman (1990), encontr6 al utilizar yemas axilares de la corona, que el medio
adecuado para multiplicacion es el de Murashige y Skoog adicionado con 5.4 mgl” de

acido naftalenacético, 5.2 mgl™' de acido indolacético y 2.1 mgl™ de kinetina.



Enraizamiento in vitro

La cuarta etapa de la micropropagacion aprovecha los brotes diferenciados de la
etapa anterior, colocandolos en un medio de cultivo compuesto por sales inorganicas,
vitaminas y reguladores de crecimiento de modo que dichos brotes emitan raices, en esta
etapa se debe lograr también el desarrollo de estomas funcionales y del aparato
fotosintético, ademas de lograr su pre-acondicionamiento para incrementar su resistencia

a la deshidratacion (Hudson, 1987).

Gutiérrez et al. (1991), evaluaron diferentes concentraciones de acido
indolacético (0, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0 y 2.0 mgl™) con y sin carbén activado (500 mg/l), las
que complementaron al medio nutritivo MS a 50% en la etapa de enraizamiento in vitro
de pifia. En los resultados se concluyd que no es necesaria la incorporacion de acido

indolacetico ni carbon activado para el enraizamiento in vitro.

Almeida (1998) después de la etapa de proliferacion llevo las plantulas a un

medio MS sin reguladores de crecimiento, obteniendo con ello buenos resultados.

Medio de cultivo

El medio de cultivo tiene dos funciones principales: la primera es proporcionar
los nutrientes basicos para el crecimiento continuado de los explantes aislados y los
propagulos subsiguientes y la segunda funcion es dirigir el crecimiento y desarrollo
mediante control hormonal. Las clases primarias de hormonas son auxinas y citocininas,
pero en situaciones especificas se utilizan las giberelinas y el acido abscisico; el control

se realiza por:



a. La clase de hormona o regulador del crecimiento
b. La concentracion

c. Lasecuencia en que se proporcionen

Una secuencia apropiada de hormonas es de importancia particular en cuanto a
que una hormona puede tener un efecto inductor, pero luego debe estar ausente o en
cantidad reducida para que crezca el 6rgano (Hartmann y Kester, 1999).

Sales inorganicas

La sales inorganicas proporcionan los macroelementos (nitrégeno, fosfato,
potasio, calcio y magnesio) y microelementos (boro, cobalto, cobre, manganeso, yodo,
hierro y zinc).

El medio de Murashige-Skoog (MS) (46) se ha usado ampliamente en un buen
nimero de especies y tipos de cultivo, en a particular, para plantas herbaceas y para

cultivos de tejidos en general (Hartmann y Kester, 1999).

Carbohidratos Compuestos organicos

La sacarosa es un componente muy importante en cualquier medio nutritivo y es
esencial para el crecimiento y desarrollo in vitro, ya que el crecimiento tiene lugar en
condiciones poco apropiadas para la fotosintesis o incluso en oscuridad. La sacarosa que
se vende en los supermercados resulta generalmente adecuada. Se trata de un producto
purificado y de acuerdo con los analisis de los fabricantes se compone de 99.94 % de
sacarosa, 0.02% de agua y 0.04% de otras sustancias (elementos inorganicos y también
rafinosa, fructosa y glucosa) (Pierik, 1990).

Vitaminas



Las vitaminas mas utilizadas son tiamina (de 0.1 a 0.5 mg/l), el acido
nicotinico (0.5 mg/l) y la piridoxina (0.5 mg/l), para la mayoria de los vegetales. En
muchos cultivos resulta beneficioso el inositol, a razon de 100 mg/ 1, y también se
agrega en forma rutinaria. Todas estas son solubles en agua y se deben preparar
como soluciones concentradas, listas para diluirse 100X en la solucion final
(Hartmann y Kester, 1999).

Hurtado y Merino (2000), mencionan que la tinica vitamina que ha demostrado
tener importancia en cultivo de o6rganos es la tiamina; algunas otras se utilizan debido a

que pueden estimular procesos de crecimiento especificos.

Hormonas y reguladores de crecimiento

Se define como los compuestos orgéanicos distintos de los nutrientes, que en
pequenas cantidades estimulan, inhiben o modifican de algin modo cualquier proceso
fisioldgico en las plantas.

Las hormonas son, por definicién, compuestos organicos sintetizados por las
plantas superiores, que influyen sobre el crecimiento y desarrollo; actian
generalmente en lugar diferente a donde son producidas y se encuentran presentes
y activas en muy pequeiias cantidades. Al conjunto de estos productos sintéticos,
junto con las hormonas, se denominan reguladores y son los responsables, en
primer lugar, de la distribucion de los compuestos que la planta biosintetiza.
También determinan el crecimiento relativo de todos los 6rganos de la planta
(Pierik, 1990.)

Actualmente se reconocen cinco tipos basicos de sistemas quimicos de

reguladores del crecimiento vegetal, divididos en tres grupos principales:



a) Promotores del crecimiento: auxinas, citocininas y giberilinas.
b) Inhibidores del crecimiento: 4dcido abscisico
¢) Etileno.
Todos ellos actuan coordinadamente para regular el crecimiento en las
diferentes partes de una planta (Fitorreguladores, Universidad Politécnica de

Valencia, 2003.)

Auxinas

Las auxinas generalmente producen elongacion celular expansion de los
tejidos, division celular (formacion de callo) formacion de raices adventicias,
inhibicion de la formacion de vastagos axilares y adventicios y frecuentemente
embriogénesis en los cultivos en suspension (Pierik, 1990).

Las auxinas actian a nivel génico al reprimir la expresion de los genes, activan
las proteinas transportadoras de iones hidrogeno (H') de la célula a la pared celulésica,
como resultado de este movimiento, la pared celular se acidifica y esto activa una
enzima de la pared celular que rompe los enlaces cruzados entre las cadenas de celulosa.

Esto permite que las moléculas se deslicen entre si al aumentar la turgencia sobre

la pared celular (Fitorreguladores, Universidad Politécnica de Valencia, 2003.)

Citocininas
Las citocininas tienen un intervalo amplio de efectos regulatorios.
Promueven la division celular y el efecto tiene lugar con concentraciones tan bajas

como 5 X 10" M; generalmente inhiben el crecimiento de las raices, pudiendo



estimular en muy bajas concentraciones (5 X10 ® M) la iniciacién del crecimiento
de las raices laterales; ademas inhiben la elongacion del tallo, pero estimulan el
alargamiento de las hojas; actian en el retraso de la senescencia, en la dominancia
apical y tienen un papel fundamental en la organogénesis, ya que pueden ser
inducidas yemas en tejidos in vitro de callo, hojas, raices, cotiledones o piezas de
tallo.

Las citocininas se utilizan frecuentemente para estimular el crecimiento y el
desarrollo, siendo las mas comunes: Kkinetina, BA, 2ip, PBA. Generalmente
estimulan la division celular, sobre todo si van en compaiiia de una auxina en
concentraciones elevadas (1-10 mg 1 pueden inducir la formacion de vastagos
adventicios, sin embargo, generalmente se inhibe la formacion de raices. Las
citocininas promueven la formacion de vastagos axilares, porque disminuyen la

dominancia apical, también retardan el envejecimiento (Pierik, 1990).

Giberelinas

Este grupo de compuestos no se utiliza generalmente en el cultivo in vitro de las
plantas superiores, inducen la elongacién de los entrenudos y el crecimiento de los
meristemos o yemas in vitro. También pueden romper la dormancia de embriones
aislados o yemas. Las giberelinas generalmente inhiben la formaciéon de raices
adventicias y también la formacion de vastagos adventicios (Pierik, 1990.)

La elongacion celular causada por las giberelinas podria ser confundida con

el mismo efecto auxinico (Hurtado y Merino, 2000)

Sostenes inertes



El agar es un derivado de una alga marina, que se usa como agente gelificante en

la mayor parte de los medios nutritivos.

El agar es un polisacarido con una elevada masa molecular, que tiene la
capacidad para gelificar los medios, resulta con facilidad, el componente mas caro de los
medios nutritivos solidos.

El agar disuelto forma un gel que es capaz de retener el agua (a mayor
concentracion de agar, mayor fuerza con el que el agua es retenida) y absorbe
compuestos. El tipo de agar también afecta al crecimiento y desarrollo. Cuanto mayor es

la calidad y la pureza del agar, mejor gelifica (Pierik, 1990).

Se conoce poco la influencia del pH del medio nutritivo en el cultivo in vitro. Se
supone que el pH en el rango 5,-6.5 es apto para el crecimiento, con un maximo
alrededor de 6.0. Un pH bajo (menor de 4.5), o alto (mayor que 7), generalmente frena
el crecimiento y desarrollo in vitro. Si el pH es demasiado bajo pueden presentarse las
siguientes complicaciones.

*El agar pierde su rigidéz

* Algunas sales (fosfato o hierro) pueden precipitar.

*La vitamina B, y el 4cido pantoténico se hacen menos estables

*Se retarda la absorcion de iones amonio (Pierik, 1990).



El presente trabajo

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del experimento oo |levy acabo en el

Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento de Fitomejoramiento de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo,

Coahuila.

Caracteristicas del Laboratorio de Cultivo de Tejidos

El laboratorio esta conformado por 4 areas

a)

b)

d)

Area de preparacién de medios

Cuenta con el siguiente equipo: balanza analitica, balanza granataria,
potencidmetro, microondas y refrigerador.

Area de lavado

Es el area donde se lava el material cuenta con el siguiente equipo:
autoclave, destilador y de ionizador de agua

Area de siembra

El area de siembra cuenta con una campana de flujo laminar que permite
trabajar bajo condiciones de total esterilidad.

Area de incubacion

Cuenta con aparatos de aire acondicionado y anaqueles con lamparas de
luz de dia donde se pueden controlar la temperatura, intensidad luminica

y fotoperiodo.



Eleccion del material vegetativo

Se utilizaron yemas apicales de pifia (4Ananas comusus M.) variedad Champaka,
proporcionada por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias, Campo, Loma Bonita, Veracruz.

Las plantas madres fueron colocadas en invernadero y permanecieron ahi

durante dos meses.

Establecimiento del cultivo aséptico

Este proceso se partié de coronas que se llevaron al laboratorio y se lavaron en
agua corriente, se deshojaron y se tallaron suavemente con detergente y una gota de
tween. Posteriormente se transfirieron a la campana de flujo laminar donde se procedi6 a
su desinfeccion para lo cual los tallos fueron colocados en alcohol al 70% v/v por
espacio de 60 segundos, se enjuagaron con agua destilada, luego se colocaron en cloro
al 20% v/v por 18 minutos y finalmente se enjuagaron en agua estéril tres veces por un
minuto.(Figura 1). Una vez desinfectado el material vegetal se procedi6 a la extraccion
de las yemas del tallo con un bisturi. Se utilizé un medio basal de Murashige y Skoog
(1962) (Cuadro 1), al que se agregaron diversas concentraciones de bencilaminopurina y
acido naftalenacético, que constituyeron los tratamientos (Cuadro 2). La preparacion del
medio MS agregando ANA a concentraciones de 0, 0.5, 1.0 y 2.0 mgl’ y BAP a
concentraciones de 0, 0.5, 1.0, 2. mgl™ se muestra en la Figura 2, se ajusté el pHa 5.7,y
se colocaron 20 ml de medio nutritivo por frasco de “Gerber” y se esterilizaron en la
autoclave a una temperatura 121°C por 20 minutos. Una vez esterilizado el medio, se

procedid a sembrar 2 explantes por frasco.



Los frascos se taparon y se sellaron con parafilm, se pasaron al cuarto de incubacion,
con temperatura de 25 £+ 2 °C, luminosidad de 1000 lux y fotoperiodo de 12 horas. A las
cuatro semanas se determino el porciento de brotacion, el cual se transformo utilizando
la formula Vx para la realizacién de esta prueba se utilizé el disefio completamente al
azar con 4 repeticiones, donde cada plantula representd una repeticion. Ademads se

realiz6 una prueba de Duncan 0.05 para comparacion de medias.
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Figura 1. Proceso de desinfeccion, extraccion y siembra del explante.



Cuadro 1. Composicion del medio nutritivo de Murashige y Skoog

Macronutrientes Gramos litro™
NH4 NO3 16.5
KNO3; 19
CaCl,*2H,0 3.3217
KH,PO4 1.7
MgSO4. 7H,0 3.7
Micronutrientes

Kl 0.0083
H;BO;s 0.062
MHSO4,.4H20 0.12
ZnSO4 . 7H20 0.086
CuSO4. SH,O 0.0025
CoCl,.6H,O 0.00025
Na;Mo004.2H,0 0.00025
Na,EDTA 0.373
FeSO4.7H,O(°T)1 0.278
Vitaminas

Inositol 1

Ac. Nicotinico 0.005
Piridoxina HCL 0.001
Tiamina HCL 0.02
Glicina

Carbohidratos

Sacarosa 30
Solidificante

Agar 7

pH 5.7

Cuadro 2. Tratamientos de fitorreguladores evaluados en el establecimiento del cultivo
aséptico del cultivar Champaka.

T 12 |3 |4 [5 |6 |7 |8 |9 |10 |11 |12 |13 [14 |15 |16 |17

BAP 0/0 |0 [0 [0.5/0.5]/0.5]0.5 1 |1 |1 |2 |2

—

ANA [mgl" [0[05[1 [2 [0 [05]1 [2 [0 [05)1 [2 [0 [05]1 [2 |2

AIB 2

KIN 2

ANA, Acido naftalenacético; BAP, Benzilaminopurina; AIB, Acido Indolbutirico; KIN

Kinetina




Macronutrientes
Micronutrientes.
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Figoura 2. Prenaracion del medio nutritivo de Murashige v Skoog.



Propagacion masiva
Una vez establecido el cultivo, los explantes no contaminados se
transfirieron a un medio MS con ANA a concentraciones de 0, 0.1, 0.2, 0.3 mgl'] y

BAP a concentraciones de 0, 0.25, 0.50, 1.0 mgl'] (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos de fitorreguladores evaluados en la propagacion masiva del
cultivar de pifia Champaka.

T 1 12 |3 (4 |5 |6 |7 |8 |9 [10 |11 [12 |13 |14 |15 |16
BAP |mgl’ [0 [0 [0 [0 ].25[.25|.25/.25/0.5[/0.5]/0.5/05|1 |1 [1 |1
ANA 0 01/02/03/0 |0.1/0.2|03|0 [0.1]0.2]0.3]0 ]0.1]0.2]0.3

ANA, Acido naftalenacético; BAP, Benzilaminopurina.

La siembra se realizo en condiciones de asepsia absoluta en la campana de flujo
laminar, a las plantulas procedentes de la etapa de establecimiento de cultivo aséptico, se
les eliminaron hojas y restos de raices, cuidando que llevaran yemas laterales. Se
colocaron dos por frasco con medio MS suplementado con las concentraciones
combinadas de BAP y ANA antes mencionado. Una vez sembrados los frascos se
trasladaron a condiciones ambientales controladas en el area de incubacidén, con
temperatura de 25 + 2 °C, intensidad luminica de 1000 lux y fotoperiodo de 12 horas.

A los 60 dias después de la siembra se evalu6 el nimero de brotes y longitud de
brotes por explante, midiendo con papel milimétrico cada brote a través de una caja
petri.

Para la realizacion de esta prueba se utilizo el diseiio completamente al azar
con 6 repeticiones donde cada plintula representé una repeticion. Ademas se

realizé una prueba de Duncan para comparacion de medias.

Enraizamiento in vitro




Los brotes bien diferenciados fueron transferidos a un medio MS suplementado
con auxinas Yy citocininas a concentraciones de 0, 0.1, 0.2, 0.3 y 0, 0.01, 0.02, 0.03
mg/l"" respectivamente, solos y combinados que constituyeron los tratamientos (Cuadro

4).

Cuadro 4. Tratamientos de fitorreguladores evaluados para el enrraizamiento in vitro del
cultivar de pifia Champaka.

T 1 12 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 [10 |11 [12 |13 |14 |15 |16
BAP |mgl’ [0 [0 [0 |0 |.01[.01].01].01[.02].02].02].02/.03].03[.03].03
ANA 0 01/02/03/0 |0.1/0.2|03|0 [0.1]0.2]0.3]0 ]0.1]0.2]0.3

ANA, Acido naftalenacético; BAP, Benzilaminopurina.

La siembra de las plantulas se realiz6 bajo condiciones de asepsia absoluta, en la
campana de flujo laminar, donde se eliminaron raices y hojas amarillas para después
colocar una plantula por cada frasco. Se trasladaron a condiciones ambientales
controladas en el area de incubacion, con temperatura de 25 + 2 °C, luminosidad de
1000 lux y un fotoperiodo de 12 horas. Para el analisis de los datos colectados en esta
etapa se empled un disefio completamente al azar con siete repeticiones, donde cada
repeticion fue representada por una plantula. Se realizé ademas una prueba de Duncan
para comparacion de medias. Las plantulas se cambiaron cada 21 dias a medio fresco
durante 60 dias.

Los parametros que se evaluaron en la etapa de enraizamiento in vitro

fueron: longitud de raices y numero de raices por planta.

RESULTADOS Y DISCUSION




Establecimiento del cultivo aséptico. .qiaplecimiento del

En la etapa de
cultivo aséptico, el andlisis varianza para porcentaje de brotacion transformado con la

formula Vx marcé alta significancia para los tratamientos, lo que indicé que provocaron

diferentes porcentajes de brotacion (Cuadros 5)

Cuadro 5. Andlisis de varianza para porcentaje de brotacion en pifia cultivar Champaka
en la etapa de establecimiento del cultivo aséptico 2004.

FV GL SC CM FC Pr>F N
Tratamientos 16 4114.49 257.16 2.70 0.0036 ko
Error 51 4852.99 95.16
Total 67 8967.48

FV=Fuentes de wvariacion, GL=Grados de libertad, SC=Suma de cuadrados,
CM=Cuadrados medios, FC="F”calculada, N=Nivel de significancia, * =Significativo,
** =Altamente significativo.

La prueba de Duncan para comparacion de medias correspondiente al
porcentaje de brotacién (Cuadro 6) colocd como mejores tratamientos al 17, (2 mg 1!
ANA +2 mg ' AIB + 2 mg I KIN), seis (0.5 mg 1" BAP + 0.5 mg I ANA), cinco
(0.5 mg 1" de BAPy 0 de ANA)y 16 (2 mg I"' de BAP y 2 mg I'ANA) todos ellos con
un promedio de 37 % de brotacion. Los tratamientos con mas bajo porcentaje de
brotacién fueron el 13 (2 mg 1" de BAPy 0 mg I"' de ANA) y ocho (0.5 mg 1" de BAP y
2 mg 1" de ANA), con promedio de 14% de brotacion. Como se puede observar, en
general los porcentajes de brotacion fueron bajos, como en el caso del trabajo
desarrollado por Gutiérrez (1991) donde encontrd un porcentaje de brotacion de 25% en

los cultivares de pifia que establecio.



Otro aspecto que influyd para este bajo porcentaje fue la dificil desinfeccion de las
yemas en donde existid un porcentaje importante de contaminacion (20%), problema

que también observé Fitchet (1990), en los cultivares de pifia Queen y Smooth.

En cuanto a las concentraciones de reguladores probados, los resultados difieren
con los reportados por Almeida et al. (1998), quien trabajo con brotes laterales de la
pifia utilizando concentraciones de TAA (2 mg/l™") y BAP (0,1,2,3,4 0 5 mg/l™"), donde
los mejores resultados para la variedad de Perola fueron obtenidos con 2 y 1 mg de
BAP para las etapas de establecimiento y proliferacion, mientras que este tratamiento

para el cultivar Champaka provoco un bajo porcentaje de brotacion.

Cuadro 6. Comparacion de medias (Duncan 0.05) para porcentaje de brotacion de pifia
cultivar Champaka, en la etapa de establecimiento del cultivo aséptico 2004.

T |17, 6 | S |16|10| 2 | 7 [ 4 [11]|9 |1 12| 3 [14/15| 8 |13

% 137.3137.3137.3|37.3|34.0/30.8/30.8|30.8|27.5|27.5|27.5|20.6|20.6|20.6|20.6|13.7|13.7

AlAAAAAAAAAIA

G BB/ B|B|B|B|B|B|B|B|B

cjcjcjcjcjcjcjcjc

T=Tratamientos, %=Porcentaje de brotacion, G=Grupos.

Dentro de los mejores tratamientos para porcentaje de brotacion se encontraron
los que tenian concentraciones similares de cada regulador; tratamientos 6 (0.5 mg’
ANA y BAP), 11 (1 mg"' ANA y BAP)y 16 2mg" ANA y BAP) esto coincide con lo
encontrado por otros autores al trabajar con el establecimiento del cultivo aséptico de

pifia y que se mencionan a continuacion:




Mathews, et. al. (1976) 0.1 mg 1" de BAPy 0.1 mg 1" de ANA; Dewald, et. al.
(1988) 2 mg 1" de BAP y 2 mg I' de ANA vy Fitchet (1990) 2 mg I"' de ANA, 2 mg I de
AIBy 2 mg 1" de KN.

Propagacion masiva

Para iniciar esta segunda etapa se utilizaron los mejores tratamientos de
porcentaje de brotacion. Puesto que los tratamientos que resultaron superiores en esta
evaluacion no fueron suficientes, se realizd otra siembra en la cual Unicamente se
involucr6 a los mejores tratamientos para incrementar el material necesario y establecer
la fase de propagacion masiva.

A continuacién se describe el analisis de varianza y la comparacion de medias
(Duncan, 0.05) para la etapa de propagacion masiva cultivar Champaka correspondiente
al nimero de brotes y longitud de brotes por plantula.

Con el analisis de varianza para nimero de brotes se detectaron diferencias

altamente significativas para tratamientos(Cuadro 7).

Cuadro 7. Analisis de varianza para nimero de brotes de pifa cultivar Champaka en la
etapa de propagacion masiva 2004.

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc Pr>F N
Tratamientos 15 59.96 4.00 5.42 0.0001 ok

Error 80 59.00 0.74

Total 95 118.96

FV=Fuentes de wvariacion, GL=Grados de libertad, SC=Suma de cuadrados,
CM=Cuadrados medios, FC="F”calculada, N=Nivel de significancia, * =Significativo,
** =Altamente significativo.



Las comparaciones de medias (Duncan, 0.05), (Cuadro 8), indican que los
mejores tratamientos el 13 (1 mg I'' de BAP sin ANA) que produjo 4.3 brotes por
plantula el tratamiento nueve (0.5 mg I'' de BAP sin ANA) con 3.5 brotes por plantula.
Y el tratamiento 5 (.25 mg 1" de BAP sin ANA) con 3.3 brotes por plantula.

La tendencia que se observo fue que los tratamientos que contenian BAP sin la
presencia de ANA, presentaron un comportamiento superior a los otros tratamientos,
obteniéndose con ellos mayor nimero de brotes por plantula. El tratamiento que mostro
el menor nimero de brotes con un promedio de un brote por plantula, fue el 8 (0.25 de
BAP y 0.3 mg 1" de ANA).

De acuerdo a los resultados obtenidos por Hudson, (1989), para la etapa de
multiplicacion se utilizaron las sales inorganicas de Murashige y Skoog (1962),
complementandolas con vitaminas y reguladores de crecimiento en donde el objetivo fue
la brotacién multiple.

Almeida et. al. (1998) propusieron que para la induccion a la proliferacion de
brotes las plantulas deben ser sometidas a un medio MS suplementado con 40 gl de
sacarosa, 7 gl de agar y benzilaminopurina, en concentraciones de 0, 1 y 2 mgl”
encontrando como mejor opcion el medio nutritivo MS complementado con 1 mgl™ de
benzilaminopurina, y en el trabajo realizado se encontrd que el mejor medio nutritivo
MS requiere ser suplementado con las mismas concentraciones de agar y
benzilaminopurina que aplic6 Almeida y colaboradores excepto en sacarosa, en vez de

ser suplementado con 40 gl en este fue de 30 gl



Cuadro 8. Comparacion de medias Duncan 0.05 para nimero de brotes de pifia cultivar
Champaka en la etapa de propagacién masiva 2004.

T |13, 9 | 5[14/10|11] 6 | 4 |1 16| 2 12| 7 |15]| 3 | 8

No.|43|35(33]3.027(25(23]22]22|22(22]20|1.7]1.7]13]1.3

AlAA
B| | B|B|B|B
c|c|cCc|C]|C
D/ D|C|D|D|D|D|D]|D
E|/E|E|E|E|E|E]|E]E]|E
F | F

T=Tratamientos, No=Numero de brotes.

El andlisis de varianza para longitud de brotes (Cuadro 9), no mostro
significancia para los tratamientos, esto se debe a que los valores registrados de longitud

de brotes fueron estadisticamente iguales.

Cuadro 9. Anadlisis de varianza para longitud de brotes de pina cultivar Champaka en la
etapa de propagacion masiva 2004.

F. V. G. L. S. C. C.M. Fc Pr>F N
Tratamientos 15 1.67 0.11 1.75 0.0568 ns

Error 80 5.08 0.06

Total 95 6.75

FV=Fuentes de variacion, GL=Grados de libertad, SC=Suma de cuadrados,
CM=Cuadrados medios, FC="F”calculada, N=Nivel de significancia, * =Significativo,
** =Altamente significativo.

En la prueba de comparacion de medias (Cuadro 10), para longitud de brotes, el
tratamiento 15 (1 mg I de BAP y 0.2 mg I'' de ANA) estuvo dentro de los mejores con
un centimetro de longitud. El tratamiento con menor longitud de plantula fue el 13 (1 mg
I de BAP) con 0.5 cm. Sin embargo Cordeiro et. al., (1999) encontrd en el cultivar
Champaka que los mejores tratamientos en nimero de brotes BAP (1.0 mg ' y 0.5 mg

I respectivamente) alcanzaron una longitud de 3 y 4 centimetros.




Es importante indicar que el tratamiento nueve se ubicd dentro de los mejores

tanto para nimero de brotes como para longitud de brotes.

Cuadro 10. Comparaciéon de medias (Duncan 0.05) para longitud de brotes de pifia
cultivar Champaka en la etapa de propagacion masiva 2004

T|15|1 |3 |72 |4 |12 8916|1014 11| 6 | 5 |13

Cm/1.0/09]09]09]08]08/08/08/08/0.7,0.7/07]0.7]0.7]0.6]0.5

AlAIAIAIAIATATALA

B|B|B|B|B|B

Al A
B|B|B|B|B|B
Cc | C

B | B
C|C]|C c|]cjc|C]|C

T=Tratamientos, L=Longitud de brotes.

Enraizamiento in vitro

En la etapa de enraizamiento in vitro del cultivar Champaka se realizaron dos
analisis de varianza, uno para nimero de raicillas por planta y el otro para longitud de
raicillas, ademéas de la comparacion de medias (Duncan, 0.05).

El andlisis de varianza para numero de raicillas mostr6 diferencia altamente
significativas entre tratamientos (Cuadro 11), lo que indic6 que las dosis utilizadas

influyeron en gran medida en el nimero de raices por planta.

Cuadro 11. Analisis de varianza para nimero de raices de pifia cultivar Champaka, en la
etapa de enraizamiento in vitro 2004.

F. V. G. L. S. C. C. M. Fc Pr>F N
Tratamientos 15 300.92 20.06 3.79 0.001 w*
Error E. 96 508.00 5.29
Total 111 808.92

FV=Fuentes de variacion, GL=Grados de libertad, SC=Suma de cuadrados,
CM=Cuadrados medios, FC="F”calculada, N=Nivel de significancia, * =Significativo,
** =Altamente significativo.



Dentro de los mejores tratamientos segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan (Cuadro 12), se encontraron al tratamiento tres (0.2 mgl™ de ANA sin BAP) con
un promedio de 9.9, raicillas por planta y al tratamiento dos (0.1 mgl” de ANA sin
BAP) con un promedio de 9.1 raicillas por planta; los resultados mas pobres se
obtuvieron con el tratamiento nueve (0.05 mgl" de BAP sin ANA) con un promedio de
4.7 raicillas por planta. Por lo tanto los tratamientos con ANA pero sin BAP generaron

los mejores resultados.

Cuadro 12. Comparacion de medias Duncan 0.05 para nimero de raices de pifia cultivar
Champaka en la etapa de enraizamiento in vitro 2004.

T |3 ]2 [4 |7 [12]6 (14|16 11 |1 15|10 8 | 5 13|09
No |99]9.1190[86|86(81|77]|73][63[57|57|57|57[54[494.7
AlA[AAAIA|A A
B/ B  B|B|B|B|B
G cjcjcjcjcjcjc|jcjc|c
D/ D|D|/D|D|D|D|D|D
E|E|E|E|E|E]|E]|E|E
F|F|F|F|F|F|F|F|F

T=Tratamientos, No=Numero de raices, G=Grupos.

El anélisis de varianza para longitud de raicillas mostr6 alta significacia entre los

tratamientos (Cuadro 13).

Cuadro 13. Analisis de varianza para longitud de raices de pifia cultivar Champaka, en la
etapa de enraizamiento in vitro 2004.

F. V. G. L. S.C. C. M. Fc Pr>F
Tratamientos 15 48.73 3.25 14.25 0.001 ok
Error E. 96 21.89 0.23
Total 111 70.62

FV=Fuentes de variacion, GL=Grados de libertad, SC=Suma de cuadrados,
CM=Cuadrados medios, FC="F"calculada, N=Nivel de significancia, * =Significativo,
** =Altamente significativo.




La prueba de medias de Duncan 0.05 para longitud de raices (Cuadro 14), indicéd

que el mejor tratamiento fue el nimero uno (sin reguladores de crecimiento) presentando

una longitud promedio de 2.9 cm.

Los tratamientos con menor longitud de raicillas fueron: 11 (0.02 mg 1" de BAP

y 0.2 mg 1" de ANA), cuatro (0 mg I'' de BAP y 0.3 mg I' de ANA), 8 (0.0l mg 1" de

BAP y 0.3 mg 1" de ANA) y 16 (0.03 mg "' de BAP y 0.3 mg 1" de ANA) todos con

longitud menor de un centimetro.

El tratamiento dos (1 mgl™ de 4cido naftalenacético sin benzilaminopurina) para

longitud de raicillas se ubic6 dentro del tercer grupo y dentro de los mejores

tratamientos para niimero de raicillas.

Cuadro 14. Comparacion de medias Duncan 0.05 para longitud de raices de pifia cultivar
Champaka en la etapa de enraizamiento in vitro 2004.

T 1 5 9 2 6 13 3 10 15 12 14 |16 8 4 |11
L 29 23 2.1 |1.8 |1.7 |[1.7 |1.4 [1.1 |1.0 0.9 0.9 0.9 |0.8 0.8 |0.7 |0.5
A
B B
G C € € [C
D D D D
E [E E [E [E [E
F F [F [F [F |[F [F [F |F

T=Tratamientos, L=Longitud de raices, G=Grupos.

Varios autores han obviado los fitorreguladores en la etapa de enraizamiento in

vitro, obteniendo con ello buenos resultados, (Gutiérrez et. al., 1991; Almeida et. al.,

1998 y Guzman, 1990), esto debido a que las plantulas inician la elaboracion de sus

propios reguladores de crecimiento y la necesidad de reguladores externos entre los

cultivares es minima.



CONCLUSIONES

Basandonos en los resultados obtenidos, se puede concluir lo siguiente:

. El establecimiento del cultivo aséptico se logro utilizando un medio MS
suplementado con reguladores de crecimiento. Los mejores tratamientos fueron
el 17 (2 ANA +2 AIB +2 KIN)con un porcentaje de 37.3, el 6 (0.5 BAP +0.5
ANA) con un porcentaje de 37.3, el 5 (0.5 BAP + 0 ANA) con un porcentaje de
373 y el 16 (2 BAP + 2 ANA) con un porcentaje de 37.3. de yemas que
formaron brotes; en general, todos los tratamientos presentaron bajos porcientos

de formacion de brotes. Esto se logré transformandose con la formula Vx.

. En la etapa de propagacion masiva del cultivar de pifia Champaka los pardmetros
a evaluar fueron: numero de brotes y longitud de brotes. Los mejores
tratamientos para el numero de brotes fueron el 13(1 mg I de BAP sin ANA)
con 4.3 brotes por planta y el 9 (0.5 mg "' de BAP sin ANA) con 3.5 brotes por
planta. Los mejores tratamientos para longitud de brotes fueron el tratamiento 15
(1 mg 1" de BAP y 0.2 mg 1" de ANA) con un centimetro de longitud y el 1 sin
reguladores de crecimiento obteniendo una longitud de 0.9 cm.

Es importante indicar que el tratamiento nueve se ubic6 dentro de los mejores
tanto para nimero de brotes como para longitud de brotes.

La tendencia que se observo fue que los tratamientos que contenian BAP sin la
presencia de ANA, presentaron un comportamiento superior a los otros

tratamientos, obteniéndose con ellos mayor nimero de brotes por plantula.



3. En la etapa de enraizamiento in vitro del cultivar Champaka, los parametros
a evaluar fueron: numero de raices y longitud de raices. Los mejores
tratamientos para el niimero de raices fueron el 3 (0.2 mgl" de ANA sin
BAP) con 9.9, raicillas y el 2 (0.1 mgl”" de ANA sin BAP) con 9.1 raicillas.
Los mejores tratamientos para longitud de raices fueron: el 1 (sin
reguladores de crecimiento) con 2.9 cm. y el 5 (mgl'1 .01 de BAP sin ANA)
con 2.3 cm.

Por lo tanto los tratamientos con ANA pero sin BAP generaron los mejores
resultados.

El tratamiento dos (1 mgl"' de 4cido naftalenacético sin benzilaminopurina) para
longitud de raicillas se ubic6 dentro del tercer grupo y dentro de los mejores

tratamientos para niimero de raicillas.



RESUMEN

La pina (Ananas comosus (L). Merr.), es la especie de mayor importancia
economica dentro de la familia de las bromeleaceas, recientemente se ha colocado entre
los primeros lugares en la produccion mundial y es preferida por los paises de clima
templado a donde se exporta.

Los principales problemas que se tienen para la produccion y seleccion de
plantulas que son destinadas para nuevos cultivos se asocian con la forma tradicional de
propagacion (coronas, brotes, chupones, renuevos etc.), la cual es lenta; los propagulos
se obtienen en aproximadamente 24 meses después de la siembra, sabiendo que cada
planta produce 2 propagulos por planta, se necesitan aproximadamente 30 afios para
tener suficiente material y sembrar una hectarea a partir de una planta, ademas de que
son atacadas por enfermedades causadas por hongos y bacterias, que se transmiten de
generacion en generacion.

Es decir, la propagacion de pifia mediante el método convencional requiere de
mucho tiempo, para producir cantidades suficientes de una variedad recién liberada o
material para pruebas experimentales.

El desarrollo de la técnica de cultivo de tejidos ofrece una buena alternativa para
la clonacion masiva de material vegetativo, por lo que el presente trabajo tiene como
objetivo establecer la metodologia que permita la micropropagacion de plantas de pifia (
Ananas comosus (L) Merr) de la variedad “ Champaka” a partir de yemas de la corona.

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
perteneciente al Departamento de Fitomejoramiento de la UAAAN; se parti6 de plantas
madre de pifia proporcionadas por el INIFAP del Estado de Veracruz que fueron

colocadas en invernadero durante 2 meses. Para iniciar con la etapa de establecimiento



de cultivo aséptico la corona fue deshojada, lavada y desinfectada con cloro al 20% y
después con alcohol al 70% y enseguida fueron extraidas bajo condiciones de asepsia
absoluta las yemas apicales, colocandolas en medio MS suplementado con reguladores
de crecimiento de ANA(O, 0.5, 1, 2). y BAP(0, 0.5, 1, 2) formando 16 combinaciones y
como tratamiento 17 (2ANA+ 2AIB + 2KIN). De las yemas que lograron brotar pasaron
a la etapa de propagacion masiva para la multiplicacion de brotes, los cuales fueron
sembrados a un medio de Murashige y Skoog (1962) con diversas concentraciones de
BAP(0, .25, 0.5, 1) y ANA(O0, 0.1, 0.2, 0.3)

Las plantulas obtenidos en la etapa de micropropagacion se colocaron en medio
de cultivo MS adicionado con ANA(O0, 0.1, 0.2, 0.3) y BAP(0, .01, .02, .03) formando 16
combinados para promover la formacién de raices.

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, donde los tratamientos
correspondieron a las diferentes concentraciones de BAP (bencilaminopurina) y de
ANA (acido naftalenacético), probados en cada etapa de micropropagacion.

En la etapa de establecimiento de cultivo aséptico el porcentaje de brotacion, se
transformé con la formula Vx, los mejores tratamientos fueron el 17, (2 ANA + 2 AIB y
2 KIN) mg 1" de cada uno de ellos, seis (0.5 mg 1" BAP + 0.5 mg I'' ANA), cinco (0.5
mg 1" de BAP y 0 de ANA) y 16 (2 mg 1" de BAP y 2 mg I"'ANA) todos ellos con un
promedio de 37 % de yemas que generaron brotes, en general todos los tratamientos
presentaron bajos porcentajes de formacion de brotes.

En la etapa de propagacion masiva, para numero de brotes y longitud de brotes,
el tratamiento 13 (1 mg I de BAP sin ANA) con 4.3 brotes por planta y el 9 (0.5 mg I
de BAP sin ANA) con 3.5 brotes por planta, es decir, para mayor nimero de brotes se

requiri6 de la aplicacion de BAP sin ANA.



En cuanto a la variable longitud de brotes el tratamiento 15 (1 mgl”" de BAP y 0.2 mgl™
de ANA) fue superior al resto con un centimetro de longitud y el 1 sin reguladores de
crecimiento con 0.9 cm de longitud de brotes.

La tendencia que se observo fue que los tratamientos que contenian BAP sin la
presencia de ANA, presentaron un comportamiento superior a los otros tratamientos,
obteniéndose con ellos mayor numero de brotes por plantula.

En la etapa de enraizamiento in vitro, para el nimero de raices, los tratamientos
superiores fueron el tres (0.2 mgl™” de ANA sin BAP) con 9.9, raicillas y dos (0.1 mgl”
de ANA sin BAP) con un promedio de 9.1 raicillas por planta, mientras que para la
longitud de raices el mejor tratamiento fue el niimero uno (sin reguladores de

crecimiento) con 2.9 cm. y el 5 (mgl” 0.01 de BAP sin ANA) con 2.3cm
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