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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo establecer la metodologfa

in vitro que permita la obtencidn y propagacidn de plantas de pifia

(Ananas comosus (L) Merr), a partir de yemas axilares de la corona.

En el pafs, la pifia alcanza rendimientos de alrededor de 44 ton/
ha siendo menor que en otros pafses como E.U.A. (Hawail), que supera las

80 to/ha y Puerto Rico con 60 ton/ha (FAO, 1983).

Estos bajos rendimientos son debidos principalmente a que las
plantaciones se encuentran infestadas de una gran variedad de patdgenos,
ademiis de la falta de material vegetativo con calidad seleccionada de lo

cual resulta en un decremento gradual en su vigor, calidad y rendimiento.

Yemas axilares a partir de la corona, se aislaron con un mfnimo
de tejido adyacente de mds o menos 1 ch, se sembraron in vitro en un me
dio de cultivo bdsico que contenfa las sales indrganicas de Murashige y
Skoog (1962), 0,4 mg/l de tiamina, HCL, 100 mg/l de i-inositol, 3% saca-
rosa y 0.8% de agar. Las condiciones de incubacidn fueron de 26 + 2°C, in

tensidad lumfnica de 5000 lux y un fotoperfodo de 16 horas.

En la etapa de establecimiento de cultivo aséptico, las coronas
se lavaron con detergente y agua. Posteriormente se desinfestd en una so-
lucidn de hipoclorito de sodio al 10Z producto comercial (cloralex) por

60 minutos, se aislaron las yemas axilares de la corona y de nuevo se su-
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mergieron en la misma solucidn desinfestante por 30 minutos. Las yemas se
enjuagaron con agua estéril y luego se sembraron in vitro en un medio de
cultivo que contenfa las sales indrganicas de Murashige y Skoog diluidas
al 50%. Transcurridos 8 dfas los cultivog aséptico se transplantaron a
otro medio de cultivo y los contaminados y oxidados se desecharon. Se uti
lizaron diferentes concentraciones de bencil adenina (BA), la mejor res-
puesta para esta etapa se logr§ utilizando el medio bdsico con 1 mg/l de

BA.

en la etapa de wultiplicacién de propdgulos se logrd la mejor ta-
sa de proliferacidn utilizando 15 ml de medio 1fquido en frasco gerber en
agitacién a 120 r.p.m. complementado con 5.4 mg/l de dcido naftalendiceti
co (ANA) + 5.2 mg/l de Acido indolacético (AIA) + 2.1 mg/l de cinetina

(KIN).

Los mejores porcentajes de enraizamiento se obtuvieron al colocar
los brotes de 1 cm de longitud en el medio bdsico de Murashige y Skoog con
0.18 mg/1 de 8cido naftalenacético (ANA) y 0.4 mg/l de d&cido indolbutfrice
{AIB), obteniendose hasta 13 ralces por brote. Los brotes gembrados en el
medio bdsico sin auxinas mostraron menores porcentajes de enraizamiento

desarrollando rafces muy delgadas y hasta de 5cm de longitud.

Al pasar las plantas de las condiciones del Laboratorio a condi~

ciones de invernadero estas desarrollaron sin problema alguno.

La presente metodologfa permite elevar considerablemente la tasa
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de multiplicacidn de pifia, ya que se logra obtener hasta 34 brotes por
inSculo sembrado durante 6 semanas de cultivo, pudiendose producir hasta
2 millones de plantas en 12 meses a partir de un solo brote, en caso de

que estos manifiesten una tasa de proliferacidn constante,



I. INTRODUCCION

En México, el cultivo de la pifia ocupa aproximadamente una super
ficie de 14 mil hectdreas. Oaxaca ocupa el primer lugar entre los estados
productores de pifia en el pals participando con el 40% de 1la produccidn

nacional, siendo beneficiados aproximadamente 2000 productores.

a nivel internacional, MExico se encuantra entre los principales
pafses productores, ocupando el sexto lugar., El ingreso de divisas repre
senta ademfis un rengldn importante ya que en 1984, la exportacidn de es-

te frutal generd 187,700,000 pesos.

En el pafs la pifia alcanza rendimientos de alrededor de 44 ton/ha
siendo menor que en otros pafses como E.U.A. (Hawaii), que supera las 80

ton/ha y Puerto Rico con 60 ton/ha (FAO, 1983).

Estos bajos rendimientos son debidos principalmente a que las
plantaciones se encuentran infestadas de una gran variedad de patdgenos,
ademiis de la falta de material vegetativo con calidad seleccionada, 1lo

cual resulta en un decremento gradual en su vigor, calidad y rendimiento.

De tal manera que uno de los problemas fitosanitarios wds importantes
en el cultivo de la piiia, lo constiruyen las enfermedades causadas por
hongos y bacterias, problemas que se ven favorecidos por 1la forma tra
dicional de propagacidn (coronas, brotes, chupones, renuevos, etc), y por

la falta de cuidado en el manejo de material madre, lo cual permite que



las enfermedades se vayan transmitiendo de generacidn en generacidn.

Por lo anterior, es de primordial importancia contar con un méto-
do de propagacidn rdpido para reproducir suficientes plantas de mejor ca-
lidad a fin de incrementar los rendimientos en el cultivo de la piiia en

nuestro pais.

El desarrollo de la técnica de cultivo de tejidos ofrece una bue-
na alternativa para la clonacidn masiva de material vegetativo de calidad
seleccionada por lo que el presente trabajo tiene como objetivo estable-
cer la metodologfla que permita la obtencidn y propagacidn de plantas de

pifia (Ananas comosus (L) Merr) variedad comercial "Cayena Lisa" a partir

de yemas axilares de la corona,

HIPOTESIS

~ La presencia de una citocinina en el medic de cultivo promovera la bro-

tacidn de las yemas axilares.

-~ Una combinacidn de auxinas y citocininag aumentaran la proliferacidn de

brotes.

- La presencia de auxinas en el medio de cultivo y un mayor tamafio de bro

te nos daran un mejor enraizamiento de brotes.



II. REVISION DE LITERATURA

1. Generalidades del cultivo de la pifia

1.1, Origen y distribucidn

La pifia (Ananas comosus (L) Merr) es originaria de América del
Sur :(J. W. Purseglove, 1972), Antes de la llegada de los espafioles se ex
tendfa hasta las Antillas, México y Centrodmerica,

Actualmente son muchos los pafses de reglones tropicales y sub-
tropicales productores de piiia, entre los principales se encuentran EUA.
(Hawaii), Tailandia, Brasil, Formosa, México, Filipinas, Australia, Cos-
ta de Marfil y Guinea, que producen mids de las dos terceras partes de la

produccién mundial (INRA, 1962).

1.2, Habitat

El cultivo de 1la pifia tiene mds éxito entre los 100 y 800 msnm
en la mayor parte de los trdpicos, puesto que la temperatura en esta ele
vacidn varfa cercana al grado Sptimo para el desarrollo, o sea de 21° a
27°C. Las plantas cesen su desarrollo entre los 10°C a 16°C y soportan
temperaturas mis bajas pero solo durante perfodes cortos. Por otra par-
te, son susceptibles a dafios por la transpiracidn y respiracidn excesiva
a temperaturas muy arriba de los 27°C. Ya que producen frutos mds gran~
des pero de baja calidad, ademiis provocan dafios por quemaduras en el fru

to.



Como consecuencia de sus sistemas radicales poco profundos y es-
casos, las plantas de pifia requieren cantidades relativamente altas de
humedad, pero tambiZn que baya un drenaje adecuado. Por esta razdn, los
suelos arenosos, ricos en materia &rganica, de preferencia bastante Aci-
dos (pH menor de 5.5.) y bajos en sales, son los considerados como los
mis adecuados. ALgunas variedades pueden crecer mejor que otras em sue-
los arenosos y en ocasiones pueden requerir de una acidez mas alta, bajo
tales condiciones. Los suelos pesados generalmente se deben evitar prin-
cipalmente debido a las dificultades que resultan para conseguir una ae-
reacidn apropiada. El agua estancada o un espejo de agua excesivamente al
to puede ocasionar la muerte casl inmediata a la planta; de ahl que re
sulta conveniente un terreno con buena pendiente, siempre y cuando no

sea demasiado pronunciada (Ochse, gt al 1980).

La densidad de plantacidn varfa y en afios recientes densidades
tan altas como 60,000 plantas/ha han sido utilizadas para elevar rendi-
mientos por produccién de mayor niimero de frutos que son individualmente
pequefios en comparacin con aquellas de menores densidades, por ejemplo,
una densidad de 64,000 plantas/ha rinden 118 ton/ha de fruta (Chacha, et

al, 1974),

1.3. Descripcidn botdnica

La pifia (Ananas comosus (L) Merr) pertenece a la familia Bromelia

ceae, de la cual Bromelia es el género que la tfpifica. La mayor parte de

las 850 especies que forman la familia epiffticas, comprendiendo las plan



tas dreas que se encuentran crecliendo en forma silvestre en las copas
de los drboles, pero unas cuantas incluyendo el género Ananas son tertes

tres.

La pifia es una monocotileddnea perenne que a pesar de su habitat
terrestre, tiene muchas adaptaciones epffitas: un tallo corto y grueso
generalmente menor de 30 cm de altura; un tanto carnosoc, tieso en forma
de artesa, hojas angostas, 60-120 cm de largo, con base abrazadora, mir-
genes espinosos aserrados y dpice puntiagudo. La planta entera forma una
rogeta mds o menos plana por arriba que estd bien adaptada para captar y
retener rocio o 1lluvia, abajo de las capas epidérmicas de las hojas se
encuentran celdas especializadas para almacenar agua. Las rafces son cor
tas, gruesas, con rafces capilares por toda su longitud y son desarrolla
das y regeneradas constantemente de los nudos basales que se encuentran

a lo largo del tallo.

Exigte un solo punto de crecimiento activo localizado en el &pi-
ce del tallo, el cual se diferencia formando la inflorescencia, pero mis

tarde retoma su cardcter vegetativo.

En esta especie, lo que llamamos fruto, es un agregado de frutos
denominados botdnicamente "sorosis", compuesta de 100 a mis flores fusio
nadas y que es variable en tamafio, forma y sabor, es de color rojo, ama-
rillo-anaranjado o verdoso y se forma en la parte superior de un pediincy
lo grueso de 30-60 cm de altura. Se puede notar que la parte comestible
del fruto consiste en un raquis muy engrosado que tiene fusionados los

t al, 1980).

ovarios carnosos de las flores (Ochse,



Cuando el fruto esta desarrollando unas pocas yemas axilares se
alargan para formar ramas laterales llamadas brotes, los cuales si se de
jan intactos se desarrollan en retofios, las ramas vegetativas llamadas
chupones, los cuales son mds delgados y tienen hojas més largas que los
brotes, se originan de yemas sobre el tallo abajo del suelo, abajo de la
inflorescencia las yemas en axilas de hojas cortas de pediinculo se desa-

rrollan para formar renuevos (Puersglove, 1972),
2, Importancia y problemdtica de la pifa
2.1. Usos

La porcidn comestible que constituye cerca del 60% de fruto fres-
co contiene aproximadamente 85% de agua, 0.4 de protefnas, 14X de azGcar,

0.1% grasa y 0.5% de fibra,

El fruto es una buena fuente de vitamina A y B, el jugo contiene
sobre base de peso fresco 75-83% de aziicar y 7-9% de dcido cftrico. El

fruto también contiene bromelaina, una enzima proteolitica.

Los ésteres 3-metil propianato comprenden una fraccidn significa-
tiva de los componentes voldtiles de la pifia y han sido adaptados para su
uso en saborizantes de pifia. Varias lactonas aromiticas tambi&n han sido
encontradas en la pifia, en particular, la gama y delta octalactona y ga-

ma nonalactona (Flath, 1980).



La pifia se come como dulce de fruta en los trdpicos y subtrépicos
y la mayorfa del cultivo comercial de pifia es usado en la elaboracién de
conserva en los paises productores, el fruto también se hace mermelada y

se usa ademds como fruto cristalizado y congelado.

Las plantas producen una fibra fuerte y sedosa que se usa para fa
bricar tela fina 1lamada pina en las Filipinas, en Taiwan también se usa
para artilerfa. En el sureste de Asia los frutos j&venes inmaduros se uti
lizan como abortivos. Una forma variegada con rayas verdes, amarillas y

rosas se cultivan como ornamental.

por otro lado los desperdicios del enlatado estafi encontrando
uso como aditive para el ensilado (residuos vegetales semifermentados pa
ra alimentar ganado vacuno) y como una fuente de alcohol, aziicar, vinagre

y productos similares (ComisiSn Nacional de Fruticultura, 1974).

2.2. Palges productores de pifia

La produccidn Mundial de pifia ha mostrado un incremento coustan-
te a través de los afios. Mucho del incremento se debe a la expansifn de

la industria de la pifia en palses en desarrolloe.



Los principales pafses productores de pifia son: Tailandia, Filipinas,
Brasil, India, U.S.A., México, Costa de Marfil, China, Suddfrica, Mala-

sia, Ecuador, Australia, Kenia y Colomobia (FAO, 1983). Cuadro 1

Cuadro 1, Principales pafses productores de pifia,

PALS PRODUCCION (miles)
TON.
TAILANDIA 1,439
FILIPINAS 1,300
BRASIL ] 841
INDIA 660
USA 549
MEXICO 400
COSTA DE MARFIL 350
CHINA 295
SUDAFRICA X V)
ECUADOR 234
MALASTA 160
AUSTRALIA : 102 .
KENTA 100

COLOMBIA 96

Anuario estadfstico de produccién, FAO, 1983,



2.3. Estados productores de piiia,

México se encuentra entre los principales palses productores de

pifa, ocupando el sexto lugar a nivel internacional.

Los principales estados productores son: Oaxaca, Veracruz, Naya-

rit, Tabasco y Jalisco (SARH, DGEA, 1984). Ver cuadro 2.

Cuadro 2. Principales estados productores de pifia,

ESTADO SUPERFICIE PRODUCCION RENDIMIENTO
Ha Ton. Kg/ha
OARACA 6.454 380,598 58,971
VERACRUZ 6.454 291,272 48,184
NAYARIT 783 11,152 14,243
TABASCO 420 25,200 60,000
JALISCO 300 16,500 55,000

SARH, DGEA, 1984.



2.4, Plagas y enfermedades.

Uno de los principales problemas a los cuales se enfrenta el cul-

tivo de la pifia, es a la incidencia de plagas y enfermedades. Cuadro 3.

Cuadro 3. Principales plagas y enfermedades de la pifia.

Nombre comiin

PLAGAS
Nombre cientffico

Plojo o chinche
Harinoso
Barrenador del fruto

Rata de campo

Dysmicoccus brevipes (Cockerell), Ferris

Thecla basilides (Geyer)

Sigmodon hispidos (Say)

ENFERMEDADES

Marchitez por piojo arenoso
Pudricién de la corona
Pudrlcidn del cogollo
Pudricién de la base de los
retoiios y frutos

Fruto manchado

Prodredumbre del fruto en la

planta

Dysmicoccus brevipes (Cockerelle), Ferris

Phytophthora parasitica {(Dast)
Phytophthora cinnamoni (Rands)

Thielaviopsis sispaduxa (Deseynes)

Erwinia ananas (Linford)

Brwinia carotovora {Jones)

VAZQUEZ PENA, A, 1981,

10



2.5, Variedades comerciales de la pifa.

Existe diversidad de variedades conocidas en todo el mundo y un
gran niimero de ellas han sido cultivadas, pero desde el punto de vista
comercial pueden ser clasificadas de acuerdo a sus caracterfsticas en los

grupos siguientes (Samuels, G., 1970):

1. Grupo Cayena: las hojas son lisas con pocas espinas cerca de
la punta (punta espinosa), son de color verde obscurc y de tamafio varia-
ble, fruto cilindrico con ligerc ausamiento y con las hojas planas, peso
de 2.3 kg en promedio; la corteza es naranja intenso y la pulpa es de
amarillo pilido, dulce y ligeramente &cido, con poca fibra y textura 1i-

geramente suculenta.

Esta variedad presenta algunas desventajas; fruto muy delicado
por lo que su manipulacidn despufs de la cosecha debe ser muy cuidado-
so; produce muy pocos hijuelos y con ello muy poco material de propaga-

cidén lo que dificulta su cultivo (Gajdn, 1974).

2. Grupos Spanish: hojas espinosas, forma del fruto globosa con
grandes ojos profundos; el peso del fruto es de 0.9 a 1.8 kg; corteza ro
jo-naranja fuerte, pulpa amarillo pAlido con. sabor &cido picante y textu

ra fibrosa, los miembros de este grupo se cultivan para 1; éxpor:acﬁn y

consumo en fresco.

La planta es vigorosé,: préduce .muche hij‘uelosy y«'qpqr, lo .tanto.:




se propaga fdcilmente; posee mayor resistencla que la Cayena lisa. Culti
vares: Red Spanish, Green Slenagor, Singapure Spanish, Castilla y Cabezg

na,

3. Grupo Queen: hojas espinosas, fruto cdnice, ojos profundos, pe
so de 0.5-1.5 kg corteza amarilla y pulpa amarilla profundo, dulce y me-
nos dcido que la Cayena. Resiste bien el transporte, Cultivares: Queen

Mc. Gregor, Natal, Ripley y Alexandria.

4. Grupo Abacaxi: hojas espinosas, fruta de forma cdnica y peso
de 1.4 kg en promedio. La corteza es amarilla y la pulpa es de amarillo
pAlido a blanca, dulce, suave y suculenta, Los frutos no se procesan
bien y resisten bien la exportacidn, pero se cultivan en gran cantidad
en Brasil para el consumo en fresco. Cultivares: Perola, Sugar Loaf, Pa-

pelon, Abakka, Venezolana y Amarella,

5. Grupo Maypure: hojas completamente lisas con "silvido" (mdrge
nes doblados). Frutos de forma cilindrica obeides a cilfndricos, peso de
0.8-2,9 kg y tiene una corteza de amarillo a maranja obscuro con pulpa
blanca a amarillo profundo. Es mds dulce que la Cayena y fibrosa pero
suave y suculenta, Cultivares: Maypure, Bumunguesa, Plamba, D' Marquita,

Rowdon, Perolera y Montelirio.

Si el cultivo se dedica para productos de exportacidn se eligiran

variedades resistentes a largos viajes cuyos frutos maduren parejo para



tener volumen de frutos segiin la demanda.

En este caso también debe tenerse en cuenta la variedad preferi-
da por el mercado y si &sta es propensa al desarrollo de muchos hijue~
los, tienen el inconveniente de disminuir en tamafio sus frutos; en cam-
bio, las que producen pocos, especialmente en el tallo y corona produ-
cen frutos de gran tamafio, como ocurre en la variedad "Cayena lisa" (Ga

jén, 1974).

3. Propagacién vegetativa.

3.1, Métodos convencionales.
Excepto en trabajos de mejoramiento, la piiia es siempre propaga-
da vegetativamente usando el método siguiente:
a). Chupones: Se originan a partir de yemas abajo del nivel del suelo
b). Brotes: Los cuales son ramas frondosas a partir de yemas en las axi
las de las hojas

Renuevos: Los cuales nacen del pediinculo justo abajo o en la base

c)

del fruto
d). Hapas: Los cuales son brotes producidos en la base del pediinculo
e)
£

Coronas: A partir de la parte superior del fruto

Tocones: Consistiendo de plantas enteras después que el fruto ha si
do cosechado y a partir del cual la base del tallo, rafces, hojas y

pediinculo han sido removidas

Todas estas formas de material de plantacién tiene considerable
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resistencia a la diseccidn y pueden almacenarse durante varias semanas an
tes de la plantacién, el tiempo tomado al momento de la produccidn depen-
de ‘del tipo de propdgulo usado, es de 15-18 meses (Macroskig, 1939; Pur

seglove, 1972).

El suministro de material a plantaciones comerciales por este sis
tema tiene el gran inconveniente de que {nicamente se obtienen unas !0-13
plantas por ciclo de cultivo de 18 meses y se tarda, a partir de la coro-~
na, 13 afios en producir suficiente material para sembrar una hectdrea ini

ciando con una planta simple.

Cualquiera de estos métodos se pueden utilizar para la propa-
gacidn de la pifia, sin embargo, las yemas obtenidas de la corona producen
plantas mis uniformes que las yemas tomadas de otras partes de la planta
y ademdis fructifican mds temprano y tienen rendimientos superiores (SIV,

1941).

Este problema ha sido parcialmente solucionado mediante métodos
de propagacidn empleando segmentos de tallos de plantas maduras {Maclus~
kie, 1939), lo que supone una méjorfa de propagacién de la pifia y ha si-
do empleado en todos los palses productores (Tkatchenco, 1974, Evans,
1952, Nambiar, 1955; Wang y colaboradores, 1958, Cattoni, 1961; Py y Es-
tanove, 1954, Collins, 1960). Modificaciones de este método fueron intro
ducidas por Brown (1953) al emplear discos de tronco de una pulgada de

didmetro.
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Otro método més moderno de propagacidn es de hoja yema, descrito
por Seow y Wee (1970) en Malasia y por Clark y col. en el Pineble Re-
search Institute of Hawali cortando del tronco de la corona las yemas -
axilares unidas a su correspondiente hoja, Empleando las variedades Es-
paiiola roja y Cayena lisa, se obtiene una produccidn que dependerd del
ndmerc de hojas de la corona (de 32 a 56 pléintulas a partir de la coro-

na de 100 hojas).

La cantidad de pldntulas que se pueden obtener por este sistema ~
es de un 50-60% de las hojas que posea la corona, de los cuales condicio
nes idéneas (esterilizacién del sustrato, desinfestacidn Sptima de 1la
hoja yema , tipo de sembrado, etc.) sobrevive un 80%, que a los sels me-~
ses de cultivo pueden pasar a tierra y a los 18 meses dar fruto. Este ==
sistema es comparativamente superior a los anteriores, ya que se obtie-
nen unas 25 plantitas de la corona, ademds de los 10-13 hijos aproximada

mente que genera la planta madre a los 18 meses.
De todas formas, es insuficiente a la hora de planear una reconver
si6n y no solo en lo concernlente a la produccidn de material, sino tam—

bign a la seleccidn de los clones mis rentables de cada zona.

3.2. Cultivo de tejidos en pifia

Dentro de los métodos de propagacidn vegetativa estd, la . tdcnica
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de cultivo de tejidos, cuya aplicacidn resulta considerablemente ventajo
sa en la clonacidn de plantas comparadas conel uso de los m&todos conven
cionales, ya que permite acelerar las tasas de multiplicacidn en  menor

tiempo (Murashige, 1974).

Murashige (1978) menciona 3 categorfas generales del culrivo de
tejidos vegetales relacionados a actividades agricolas: a). métodos =
in vitro, que aplican a hibridacidn, desarrollo de variedades y otras
modificaciones genZticas de plantas de cultivo; b). establecimiento de
plantas libres de patdgenos especificos; c). incremento de la propaga-

cifn clonal.

De acuerdo a Minocha (1980) hay tres formas comunes en la técni-
ca de cultivo de tejidos para la propagacidn vegetativa de diferentes

plantas:

I. Embriogénesis
11, Organogénesis

II1,- Yemas axilares

El &éxito en la rdpida multiplicacidn a través de la micropropaga
cién de orquideas y otras egpecies hortfcolas, sugiere que esta té&cnica
es absolutamente ventajosa cuando numerosas plantas de calidad deseable
son requeridas. Consecuentemente varios intentos se han hecho para uti-
lizar el método de micropropagacién in vitro a partir de organogénesis y

yemas axilares para la rdpida propagacidn clonal de piia.



Aghiow y Beauchesne (1960) obtiemen pocas plantas a partir de
segmentos cultivados in vitro. Mapes (1973) sefiala parcial &xito, ya que

numerosas pldntulas de pifia (Ananas comosus (L) Merr) Var. Cayena lisa y

cuerpos parecldos a protocormos se produjeron a partir de dpices cuando
una combinacidn de laté&cnica de dpice en orquideas y el método de callos
para la organogénesis fue aplicada secuencialmente, Iniclalmente, indcu-
los de dpices de tallo, tallo y dpice de rafz fracasaron al cultivarse en
42 diferentes medios. Cuerpos meristemdtices como protocormos y pldntulas
se produjeron a partir de dpices de tallo preagitados en un medic basal

de MS mds 30 ppm de adenosina y 200 ppm de adenina.

Lakshmi Sita et al (1974) son capaces de producir plantas utili
zando vdstagos jovenes de la variedad Kem de 1~1.5 meses de edad, el me~
dio estuvo compuesto por las sales sugeridas por Knudson para las semi
1las de orquideas. Varios compuestos como AIA, cinetina, ANA y agua de
coco se adicionaron al medio, con 1 ppm de ANA como suplemento fue el me
jor, sobre el cual el meristemo inoculado desarrolld racimos de eapesas
hojas y ralces. Las plantas se subcultivaron en un medic de la misma
constitucidn y después de 12 semanas, Estas desarrollaron robustas plan-

tas que posteriormente se pasaron & macetas.

Mathews y Rangan (1979) sefalan la formacisn de plédntulas malti-

ples a partir de cultivo de yemas laterales de pliia, las plﬁnmlasi se ob

tuvieron de las yemas axilares usualmente dormantes extrafdas de la corg

na y cultivadas en un medio de MS (1962) suplementado con AIA + ALB+ KIN.

La agitacidn de los vasos de cultivo durante el cultivo incrementﬁfsyigt’\yi’—

ficativamente el nimero de brotes miltiples formados. Un triple ihéremén

17




to en el niimero de brotes miiltiples por cultive en comparacidn con cul-
tivos estacionarios fue observado. Los brotes miltiples cuando se ais-
laron y transfirieron a un medio fresco de la mismo composicidn con agi
tacidn continua, otra vez desarrollaron brotes miltiples. Este ciclo

puede repetirse varias veces resultando en un gran niimero de plantas.
Los brotes cuando ge transfieren al medio de M5 conteniendo bajas con-
centraciones de ANA y AIB, desarrollaron rafces y crecieron pldntulas

que posteriormente fueron transferidas a suelo.

Cultivos de callos se establecieron también a partir de plintu-
las obtenidas in vitro, logradas de las yemas laterales de un cultivar
comercial, cultivadas en un medio conteniendo sales de MS+ ANA+ AIB + K
fueron utilizados para la iniciacidn de callos. Yemas brotadas con 4-6
hojas se extirparon ycultivaron en un medio MS con varias concentraciones
de auxinas (AIA, AIB, ANA y 2, 4 D), citocininas (BA y K) y estractos na
turales tales como agua de coco. Los brotes se colocaron sobre papel fil
tro, resultando mejor el medio MS fortalecido con caseina hidrolizada,
agua de coco y ANA, tales cultivos de callos cuando se transfirieron a
un medio desprovisto de cualquier regulador de crecimiento generaron
plantulas (Mathews and Rangan, 1981). Explantes de hojas extirpadas de
pléntulas in vitro tambi&n desarrollaron un callo capaz de regenerar
plantulas (Matthews and Rangan, 1982), Las observaciones de Wakasa et al
(1979) son un poco similares a dquellas de Mapes (1972). Varios explantes
tales como simcarpio joven, yemas axilares de los chupones o renuevos, pe

queilas coronas en cultivo produjeron wuna masa similar a un proto-

cormo que crecid vigor te y sub temente se diferencid en plinty

las.



Wakasa (1979) observa muchas variantes entre las plafulas rege-
neradas en relacidn a espinas, color de hojas y densidad del follaje. La
frecuencia y distribucidn de esta varlantes parece estar relacionada a
la fuente del inSculo. Mientras el simcarpio y renuevos desarrollaron va
riantes en alta frecuencia, la corona y yemas axilares los hicieron asl

solo en una pequefia cantidad.

Zepeda y Sagawa (1981) han sefialado también la formacidn de bro-
tes laterales de pifia utilizando el medio MS con 25% de agua de coco,
subcultivados después de 2 semanas en el medio MS con las sales di-
lufdas a la mitad con 25% de agua de coco y finalmente colocadas en el
medio de MS con las sales dilufdas y suplementado con BA. Ellos sugieren
que al mesnos 5000 pldntulas pueden ser producidas en 12 meses a partir

de una simple corona.

Panetier y Lanand (1976) estiman que puede ser posible producir 2
millones de plantas a partir de una simple corona en 2 afios. Drew (1980)
sefiala que el mejor material para diseccidn es el de yemas axilares loca
lizadas en la base de las hojas. Solo un porcentaje de esas yemas crecen
asf que es mejor obtener las yemas a partir de material de crecimiento ac
tivo como renuevos y chupones, ya que las partes de arriba ( coronas )
pueden usarse, pero el % de yemas sobrevivientes puede ser tan bajo como
un 10%. La multiplicacidn se incrementa cuando el medio es cambiado y se
vence la dominancia del brote para asi estimular el desarrollo de yemas
miiltiples, esto se logra cortando a través de la yema apical y producien
do dos partes iguales, siendo posible producir 100,000 plantas a

partir de un brote en 12 meses,



Tingwenpuh et al (1975) obtienen plantas de pifia a partir de teji
dos extirpados de callo conteniendo yemas laterales, los cuales fueron
cultivados sobre medio basal s8lido (macroelementos de Vacin y Went y mi-
croelementos de Murashige y Skoog), complementado con AIA y cinetina en
concentraciones de 1 ppm. El nlmero de yemas emegldas del tejido depende

de la variedad y del vigor de la planta donadora.

Srinivash Rad et al (1980), obtienen la regeneracion de plantulas
en callos de embriones hibridos (Kem y Queen) de pifia. Un promedio de 10-

25 plantas se obtuvieron a partir del callo de un embrién hibrido.

La técnica de cultivo de tejldos debe usarse con precaucifn en
cuanto a que a veces hay dificultad en la produccidn de plantas tipo. Al-
gunas plantas obtenidas a través de cultivo de tejidos han mostrado varia
c¢idn genética y la incidencia de plantas aberrantes se han observado que
se incrementa con repetidos subcultivos asf como mantener el material --

in vitro por mucho tiempo Jeanne et al (1974).
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IIT. MATERIALES Y METODOS
1. Aspectos generales
1.1, Localizacidn
El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos del Departamento de Fitotecnia, en la Universidad Autdnoma
Chapingo, en Chapingo, Edo. de México.

1.2, Material vegetative

Para la realizacién del presente trabajo se utilizaron "coronas"

de planta de pifia (Ananas comosus (L) Merr) de la variedad Cayena lisa".

Las coronas utilizadas provinieron de materil quince dfas después

. de haber cosechado, posteriormente se tuvo. este material en el inverna-
dero por un perfodo de un mes, aplicandoseles cpatan y agrimicin 2 gr/1
cada ocho dfas, antes de cortar y sembrar los inSculos en el medio de

cultivo.
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En seguida los tallos se sumergieron en una solucidn de hipoclori
to de sodio al 6%, utilizando para ello el producto comercial cloralex
dilufdo al 10%, durante 60 minutos. Transcurrido este tiempo se procede

a lavar el tallo con agua destilada y esterilizada tres veces.

Con la ayuda de un microscopio estereoscdpico Wild M5 a 40x se
identificaron las yemas axilares y con un bisturf y pinzas se aislaron
éstas con un minimc de tejidos adyacente de + 1 cma. Una vez extrafdas
las yemas, &stas se sumergleron nuevamente en una solucidn de hipoclori-
to de sodio al .6%, utilizando para elle el producto comercial cloralex

dilufdo al 10% durante 30 minutos.

Finalmente las yemas se enjuagaron tres veces con agua destilada
y esterilizada, colocdindolas en cajas Petri con agua estéril para evi-
tar su deshidratacidn. A partir de la desinfestacidn de las yemas en hi-
poclorito de sodio, el material vegetativo se manejd bajo condiciones

asépticas en una céimara de aire de flujo laminar filtrado.

Los instrumentos de diseccifn tales como bisturl y pinzas se su-
mergieron en alcohol al 96% y se flamearon antes del corte y siembra de

cada indculo en el medio de cultivo.

Primeramente se realizd una presiembra, utilizandose tubos de en
saye (150 x 25 mm) conteniendo 5 ml de nedio de cultivo que contenfa las

sales inSrganicas de Murashige y Skoog dilufdos al 50%, transcurridos

© . 8.dfas las yemas contaminadas y oxidadas se desechardn y los .cultivos
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asépticos se transplantaron a otro medio de cultivo, bajo condiciones

asdpticas.

Las yemas de cultivos asépticos se sembraron en tubos de ensa-
ye (150 x 25 mm) conteniendo 25 ml de medic de cultivo preparado de la
forma siguiente: se emplearon las sales indrganicas de Murashige y Skoog
suplementado. con 0.4 mg/l de tiamina, 100 mg/l de i.inositol, 3% de sa-
carosa , el pH se ajustd a 5.7 + 0.1 con Hel. IN o NaOH, mids 0.8% de

agar como gelificante.

La esterilizacién del medio se realizd en autoclave a una tempe-~ .

ratura de 121°C y 1.5 Kg/cm2 de presidon durante 15 minutos.

Degpués de sembrar los indculos en el medio de cultivo, 1053,;d-

bos fueron tapados con tapones de polipropileno y entre el tﬁbd.y elstu- A
pdn se colocd alrededor una cinta de parafilm.

3. Transplante

Las yemas se trangplantaron a tubos de ensaye (150.x 25 mm) con--
teniendo el medio bdsico con las sales indrganicas de Murashige y Skoog,
0.4 mg/} de tiamina, 100 mg/l de i.inositol, 3X sacarosa, 0.8% de agar

y reguladores de crecimiento, el pH se ajustd a 5.7 + 0.1,

Los tratamientos con reguladores de crecimiento constd " de tres

etapas establecidas en el orden siguiente:
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a). Establecimiento de cultivos asépticos

b). Multiplicacidn de propigulos

c). Enraizamiento de brotes
4, Establecimiento de cultivos asépticos
4,1. Obgervaciones y variables a cuantificar

Para la brotacidn de yemas se probé el medio de cultivo de Mura-
shige y Skoog, complementado con benciladenina, producida por Sigma Che
mical Company; en concentraciones de 0.0, 0.5, 1.0 y 5 mg/l cada trata-

miento constd de 20 repeticiones,

La variable observada durante esta etapa fue la siguiente: 2 de

brotacién.
4.2. Digefio experimental

Con los datos tomados en la {iltima semana se hizo el andlisis de
resultados de esta variable mediante la tarnsformacién de datos, utili-
zando un disefio completamente al azar, para la comparacidn de medias se

ut111z5 la prueba de Tukey.

5. Multiplicacidn

5.1. Observaciones variables a cuantificar



La etapa de multiplicacién de propdgulos tuvo como principal obje

tivo obtener la formacidn de yemas axilares en los brotes.

Los brotes obtenidos en el establecimiento de cultivos asépticos
se transplantaron al medio de MS complementado con 5.4 mg/l de dcido naf
talenac&tico (ANA), 5.2 mg/l de dcido indolac&tico (ATIA) y 2.1 mg/l de
tinetina (K). Despué@s de haberse realizado pruebas de comparacidn en el
Laboratorio, sefialadas como mejor por la literatura y determinandose asf
las mejores congentraciones de reguladores, estudiandose los factores si

guientes:

1. 0,8% de agar

2. 0.2 X gelritte

3, 10 ml de medio 1fquido en frasco Gerber de 100 ml en agitacidn a 120
rpm ‘

4, 15 ml de medio lfquido en frasco Gerber de 100 ml, en agitacidn a 120

rpm

5, 20 ml de medio liquido en frasco Gerber de 100 ml, en agitacidn 'a 120

rpm
6. 20 ml de medio 1Iquido estacionario, en f»rgsco'G_erbe'r con Vpﬁente He-
ller ] :

7. 20 ml de medio 1lIquido estacionario en i3 > Gbéfbei"‘con puente - He-

1ller modificado

Se utilizaron 10, edio: de “cultivo para observar el
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efecto de la cantidad de medio sobre brote y asi determinar la mejor.

En cada tratamiento se utilizaron 20 repeticiones, la variable a

observar durante esta etapa fue: niimero de brotes por indculo.

Con los datos de las variables estudiados, obtenidos en la dlti-
ma semana de observacidn de cada subcultivo se obtuvo la media aritmiti-

ca y el error stdndar de la media para construir cuadros y graficas.
5.2, Disefio experimental

Con los datos obtenidos de la variable ndmero de brotes por ind-
culo, tomados en la Gltima semana se hizo el andlisis de varianza median
te un disefio factorial en completamente al azar. Para la comparacién de

medias se empleo la prueba de Tukey.
6. Enraizamiento de brotes
6.1. Observaciones y variables a cuantificar

Para la etapa de enraizamiento de brotes se utilizaron los trata
mientos siguientes: a). medio MS con las sales dilufdas al 50X%; b). MS
cox; sales al 50% + ANA (0.18 mg/l) + AIB (0.4 mg/l); ¢). MS con las sa-
les al 100X + ANA (0.18 mg/1l) + AIB (0.4 mg/1), utilizando tres diferen-

tes longitudes de brotes en cada uno de los factores estudiados:

a). Brote chico (0.5 cm)
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b). Brote mediano (0.7 cm)

c). Brote grande (1.0 cm)

Durante esta etapa se tomaron datos semanales hasta la cuarta se
mana y se estudiaron las variables sigulentes: procentaje de ‘enraizamien

to y niimero de rafces.

Con los datos obtenidos en la {iltima semana de observacidn de la
variable % de enraizamiento y nimero de rafces, se obtuvo la media arit-

mética y el error esténdar de la media.

6.2, Disefio experimental

Con los datos de la dltima semana de las varlables X de enraiza-
miento y niimero de rafces se hizo el andlisis de varianza mediante un di

sefio factorial completamente al azar.

Para la comparacidn de la media se emple§ la prueba de Tukey.

7. Condiciones de incubacidn

Las etapas de brotacidn, multiplicacién de propigulos y enraiza-
miento de brotes se mantuvieron en una cimara de ambiente controlado con
iluminacidn de luz fluorescente de l&mparas marca Phillips a una intendi
dad de 5000 lux, manteniéndose un fotoperfodo de 16 hrs. luz y 8 de obs-

curidad, la temperatura fue de 25 + 2°C y hiimedad relativa de 60 - 70%,
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1V. RESULTADOS
1, Establecimiento de cultivos asépticos
1.1. Procentajes de brotacién

Después de 42 dfas de incubacién de los indculos en el medio bd-
sico en las diferentes concentraciones de benciladenina (BA) se encontra
ron diferencias en los porcentajes de brotacidn resultando un mayor por-
centaje de brotacidn al agregar 1 mg/l de benciladenina (BA). Al utili-
zar sales indrganicas de Murashige y Skoog sin reguladores mostrd un com

portamiento similar cuando se adiciond 0.5 mg/l de benciladenina al me-

dio de cultivo, sin embargo, al incr r la tracidén a 3 mg/l de
benciladenina el porcentaje de brotacidn disminuye, siendo totalmente in

hibitorio a la concentracidn de 5 mg/l de benciladenina (cuadro 4).
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Cuadro 4. Resultados del efecto de la benciladenina (BA) sobre la brota
cidn de las yemas axilares de pifia (Ananas comosus) sembradas

in-vitro despuds de 42 dfas de incubacién,

TRATAMIENTO BA (mg/1) No. indculos % Brotacidn
! 0.0 20 - 15
2 0.5 20 e 1
3 1.0 i 28
4 a0 e 10

TRATAMIENTO MEDIA

+ Promedios con igual letra dentro de columnas son::eatgdvisciéhménte igua

les (» 0.05) prueba de TUKEY.
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1,2, NOmero de yemas axilares

En la variable nimero de yemas axilares formadas por indculos,
se encontraron diferencilas significativas de respuesta entre las dife-
rentes dosis {cuadro 1 A). Obteniéndose el mayor niimero de yemas axila-~
res al utilizar i mg/l de benciladenina (cuadro 5). Los tratamientos con
0.0, 0.5 y 3 ng/l de benciladenina no mostraron diferencias estadisticas.
Sin embargo, al utilizar 5 mg/l de benciladenina (BA) resultd ser inhibi

toria completamente para la brotacién de yemas axilares (cuadro 4).
2. Multiplicacidn de propdgulos

2.1, Nfimero de yemas por inSculo

Los resultados sefialan que el medio bdsico complementado con 5.4
mg/1l de ANA, 5.2 mg/1 AIA y 2.1 mg/1 de K, fue el adecvado. En estas con
diciones se probaron diferentes soportes como son: agar, gelritte, 10, -
15 y 20 ml de medio 1Iquido en agitacidn a 120 rpm y 20 ml de medio 1I-

quido estaciomario utilizando dos diferentes tipos de puentes (cuvadro 7).

El niimero de yemas axilares originadas por indculo en cada uno
de los diferentes tratamientos, mostraron diferencias significativas de
respuesta entre tratamiento (cuadro 2 A). El niimero de yemas fue mayor al
utilizar 15 ml de medio lIquido en agitacidn a 120 rpm disminuyendo el
nimero de estas al utilizar 10 y 20 ml’'de medio lfquide en agitacidn -

(figura 1), Sin embargo, no mustmran”diferenc’ins vsignif‘icativas, al com




parar dos tipos de gelificantes, agar y gelritte, el nimero de yemas au-

mentd al utilizar el do, no encontrdnd diferencias significati-

vas entre estas.

Resultando el menor niimero de yemas por tratamiento al comparar
20 ml de medio de cultivo 1Iquido estaclonario con dos diferentes tipos
de puentes, no encontréndose diferencias significativas entre ellos

(cuadro 6).

Cuadro 6. Resultados de la prueba de Tukey para la comparacifn de me~

dias en la variable niimero de yemas en la etapa de multiplica-~

ciﬁﬂ.
-TRATAMIENTOS MEDIA x)
NUMERO DE YEMAS POR BROTE

I . 34,600 a
A sl . 33,650 &

3 : ) 27,550 a

2 26,750 & b

1 L 14,450 b e

3 ..’4.250 : c

fi3s00 0 e

3
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Cuadro 7. Tratamientos utilizados en la etapa de multiplicacién de pro-

pagulos

1, MS + ANA + (5.4 mg/1) +AIA (5.2 mg/1) + KIN (2.1 mg/l) + Agar

2. MS +'ANA + (5.4 mg/1) +AIA (5.2 wg/l) + KIN (2.1 mg/l)

+

Gelritte

+

3. MS + ANA + (5.4 mg/1) +AIA (5.2 mg/1) + KIN (2.1 mg/l) 10 ml1 en
agitacidn
a 120 rpm

f. MS 4+ ANA + (5.4 mg/1) +ATA (5.2'mg/1) #KIN (2.1 mg/1) .+ 15 nl en

g agitacién
L7 L 5 a 120 rpm
5. MS FANA },(5'.1. "“Qg/l‘)' + 120 ml en
i _agitacién
: ) a 120 rpm
6. MS + ANA ¥ (5.4 mg Jog/l) + 20 ml es-
: e tacionario
) : puente |

7. M + ANA + (5.4 u 1'mg/l) + 20 ml es-
. - -tacionario

B puénte 2
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3. Enraizamiento de brotes

3.1. Porcentaje de enraizamiento

Al transplantar los brotes de 0.5, 0.7 y 1.0 cm de longitud del
medio de multiplicacidn de propigulos a los tratamientos de enraizamien-
to, se obtuvieron variaciones dentro de cada uno de los tratamientos en
el tiempo de formacién de ralces, observandose enraizamiento de los bro-

tes desde los 7 a los 28 dfas.

El tratamiento con sales al 50% y con brotes de longitud de 0.5,
0.7 y 1.0 cm se obtuvo enraizamiento a los 7 dfas, siendo menor el por-
centaje de estas en brotes de 0.5 cm la diferencia se mantuvo hasta el
final del tratamiento, donde los brotes de 0.5 cm de longitud presenta-
ron un 80X de enraizamiento, siendo de 100X para brotes de 0.7 y 1.0 cm

de longitud.

Al afiadir auxinas al medio de cultivo el porcentaje de enraiza-
miento disminuy8 en la primera gemana, sin embargo, a la tercera semana
los porcentajes de enraizamiento ya eran mayores que en el tratamiento
anterior, siendo en la cuarta semana del 95% para brotes de 0.5 cm de
longitud y para brotes de 0.7 y 1.0 cm de longitud el porcentaje de en-

raizamiento era del 100X,

El porcentaje de enraizamiento fue mayor cuando la concentracidn
de sales se incrementd al 100% con la adicidn de auxinas, obteniéndose
un 100% de enraizamiento en los diferentes tipos de longitud (cuadro 8

Fig. 2).
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Cuadro 8, Efecto de tres medios de cultivo y tres tamafios de brotes sobre
el % de enraizamiento de los brotes durante el transcurso de 4

semanas de incubacidn.

MEDIO DE CULTIVO TAMANO DE BROTE DIAS DE INCUBACION
(cm) 7 14 21 28
% de enraizamiento

0.5 3 50 65 80
HS (50%) ’ 0.7 25 40 55 100
' 1.0 70 100 100 100

MS (501) + ANA 80 95
(6.18 mg/l) + 100 100
A1B ().4 mg/l) }00 100

MS + ANA 100- 100
(0.18 mg/1) + -100 100

AIB (0.4 mg/l) . - 100100
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3.2, Nimero de rafces

En la variable niimero de rafces formadas por brotes se encon-
traron diferencias significativas entre los diferentes medios, asf como
por longitud del brote (cuadro 3 A). Se observé que el niimero de ralces
obtenidos fue menor en el tratamiento sales al 50 con brotes de 0.5 cm
de longitud, obteniéndose 1.6 raices por brote, aumentando ligeramente el
niimero de estas a medida que la longitud del brote aumenta. Al utilizar
sales a1l 502 con la adicidn de auxinas el niimero de rafces en brotes de
1.0 cm de longitud disminuyd ligeramente con relacidn al tratamiento con
sales al 50Z. Al utilizar sales al 100% suplementado con auxinas el nfime
ro de ralces aumenta hasta 8.3 rafces en brotes de 0.5 cm de longitud ob
teniéndose la mayor respuesta con brotes de 1.0 cm de longitud logrdndo-

se hasta 13.3 ralces por brote (cuadrc 9, figura 3).
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Cuadro 9. Resultados de la prueba de Tukey para la comparacidn de medias

en la variable nimero de rafces por brote a los 28 dfas de incu

bacidn.
MEDIO DE CULTIVO TAMARO DE BROTE NUMERO DE RAICES
(em) <)
MS + AUXINAS 1.0° 13.300
MS + AUXINAS 0.7 8700
MS + AUXINAS 05 8,350
HS (50% ) 1.0 -- 4.250
MS (50%) + AUXINAS 1.0 3.950
MS (50%) + AUXINAS 0.7 . 2,200
MS (50%) 0.7 R 250
MS (50%) + AUXINAS 07 . 1.650

S (50%) 0 e T 10650
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V. DISCUSION

Uno de los problemas que se presentan en la propagacidn de piiia
por cultivo in vitro es la contaminacidn por hongos y bacterias de los
inSculos. Sin embargo, en la presente investigacidn estd se logrd dismi
nuir realizando pretratameintos con fungicidas y bactericidas cada ocho

dfas durante un mes bajo condiciones de invernadero.

La desinfestacidn en el laboratorio fue similar a 1la utilizada
por Zepeda (1980). En donde las coronas defoliadas y sumergidas en una
solucidn de hipoclorito de sodic al 0.6% (10X de cloralex) por un tiem-
po de 60 minutos y una vez extirpadas las yemas axilares estas se vuel-
ven a sumergir en la misma solucidn desinfestante por un tiempo de 30

minutos, obteniéndose mayor porcentaje de cultive aséptico.

Mathews et al (1979) utilizando el medio de cultivo MS complemen
tado con ANA (1.8 mg/1) + AIB (2,1 mg/l) + KIN (2.0 mg/l) para el estable
cimiente de cultivo aséptico obtuvieron brotacidn de las yemas en dorman

cia de la corona de la piiia.

Zepeda et al (198l1) trabajando con el medio de cultivo MS con 25%
de agua de coco realizando un subcultivo después de 2 semanas en el medio
de cultivo MS a la mitad de la concetracidén de sus sales indrganicas com-
plementado con 0, 0.5, 1.0, 3,0 y 5.0 mg/1 de benciladenina lograron bro-
tacidn de sus yemas, sin embargo, al igual que Mathews et al (1979) no re

porten el porcentaje de brotacidn obtenido.
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En la presente investigacidn para la etapa de establecimiento de
cultivo aséptico de yemas axilares de la corona, sin utilizar agua de co
co ni realizando subcultivos, como los utilizados por Zepeda (1981). Asi
mismo utilizando un medio de cultivo mids simple que el utilizado por Ma-
thews (1979) logramos obtener la brotacidn de las yemas hasta en un 25%
utilizando 1 mg/l de benciladenina. Comparativamente se obtuvieron mejo-
res resultados que el testigo donde el procentaje de brotacidn fue sola-

mente del 10%.

Asi mismo trabajando con 1 mg/l de benciladenina se obtuvieron
brotes multiples resultados que superaron a los obtenides por Tingwen et
al (1975) quien trabajd con los macroelementos de Murashige y Skoog com—
plementado con 1 ppm de ANA y Kinetina mis 20X de agua de coco que obtie

ne golamente un solo brote por indculo.

Por otro lado muchas yemas no brotaron debido a la oxidacidn del
tejido, sin embargo los porcentajes de brotaciSn logrades fueron superio
res & los obtenidos por Drew (1980) quien menciona que el porcentaje de

sobrevivencia de yemas de la coromna puede ser tan bajo como un 10%.

Al utilizar concentraciones de 5 mg/l de benciladenina, hay una
total inhibicidn en los porcentajes de brotacidn y desarrollo de brotes.
Lo cual coincide con lo que menciona Mapes (1981) en cuanto a que las al
tas concentraciones de citocininas tienden a ser tdxicos o bien promue-

ven malformaciones en los tejidos cultivados in vitro.
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En la etapa de multiplicacidn de propdgulos se obtuve un mayor ni-
mero de brotes en comparacidn con la etapa de establecimiento de cultive
aséptico este aumento pudo haber sido debido al aumento y combinacidn de

auxinas y citocininas.

Tingwen et al (1975) utilizando un medio 1Iquido modificado obtuvdg
ron plantas. Drew (1980) logrd obtener 30-50 plantas en un mes trabajando
con yemas axilares de la corona.

Nosotros utilizando un medio de cultivo similar a Mathews et al
(1979) comparandc medio 1fquido en agitacidn y estacionarios no fue posi-
ble superar esos resultados, posiblemente esto se haya debide a las condi
ciones de cultivo y al manejo de material vegetativo, asf como a las va-
riedades ut{lizadas. Los resultados mostraron diferencias en la capacidad
de multiplicacién de brotes, lo que coincide con lo que menciona Vastey -
(1962) que sefiala que la gran variacién en respuesta se puede pbservar no
solo de una especie a otra, sino de una variedad a otra dentro de indivi-
duos de una misma variedad, lo que muestra la influencia de los factores
genéticos y fisiolégicos y por otro lado la falta de aclimatacidn de los
cultivos a lasg condiciones in vitro. Zimmeman y Broone (1981) citande a
Mecown y Amos (1979) quienes indican que cuando se obtiene la aclimatacién
de los cultivos a condiciones in yitro existe una rdpida y uniforme proli

feracidn de brotes.

Los mejores resultados &e obtuvieron utilizando 15 ml de medio 11
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quido en agitacidn produciendo hasta 34 brotes, sin embargo, se observd
la aparicidn de masas de callo, lo cual se debe evitar la propagacién
via callo debido a que las plantas obtenidas pueden no ser genéticamen~
te iguales a causa de la inestabilidad cromosdmica Murashige (1974). Al
utilizar medio liquido estacionario con puente de papel Heller los resul
tados obtenidos mostraron una tasa de multiplicacidn muy baja. Esto pudo
liaberse debido a que el tejido no estaba en contacto directo con el me-
dio de cultivo por lo que hubo una deficiente absorcidn de substancias

que no le permiten llevar a cabo una brotacidn de yemas. Sin embarge en
este tratamiento se observé la presencia de ralces cortas lo cual indi
ca que el brote estaba respondiendo a las auxinas producidas en el bro-
te, Las cuales se producen en el &pice de brote inhibiendo el crecimien

to de yemas laterales.

Al utilizar medios sSlidos disminuyd la brotacidn de yemas, sin em
bargo, este niimero puede aumentar rompiendo la dominancia apical del
brote principal que se presentd. Drew (1980) menciona que se estImula
la produccidn de yemas miltiples al vencer la dominancia apical median

te‘una diseccidn vertical del brote, cortando a través de la yema apical.
En la etapa de enraizamiento, utilizando tres diferentes tratamien
tos no solo se observd una diferencia en la cantidad de rafces sino tam

bi€n un camblo en las caracterfsticas de las mismas.

Trabajando con un medio de cultivo similar al probado por Mathews



et al (1979) y una longitud del brote recomendado por Tingwen et al (1975)
logramos un 100% de enraizamiento obteniendo 13 rafces por brote en dos
semanas. Comparativamente se obtuvieron mejores resultados pues se logro
un excelente enraizamiento en un menor tiempo y con un medic de cultivo

menos complejo.

Sin embargo, trabajando con el medio de cultivo probado por Zepeda
(1981) el porcentaje de enralzamiento disminuyd asf mismo el nfimero y ca-
1idad de las rafces fueron inferiores debido a que estos eran ralces de
hasta 5 cm de largo y muy delgadas con lo cual se tiene problemas con las
plantas a la hora de pasarlas a macetas pues las rafces al ser largas y
fragiles se rompen con faciflidad y por otro lado dificultan su transplan-

te.

Tal vez esto es debido a que los apices de las rafces producen ci-
tocininas que inhiben la formacidn y desarrollo de nuevas rafces llevando

se asf un efecto de dominancia apical.

La presencia de auxinas en el medlo de cultivo nos originé un ma
yor niimero de ralces y mis vigorosas permitiendo un meyor desarrollo del
brote. Esta disminucidn en la longitud de las rafces en presencia de auxi
nas coincide con lo sefialado por Chadwiek y Bora (1967, 1970) quienes en-
contraron que la inhibicién del crecimiento de estas es debido principal-
mente a la presencia de etileno, el cual es sintetizado por las plantas

cuando se aplican auxinas al medio de cultivo.
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Esta mayor vigorosidad y disminucifn de longitud de rafces ha si-
do favorable para el acondicionamiento de nuestras plantas a suelo ya
que las.raIces no sufran dafios ffsicos al sacarlas del medlo, presentan
do mayor facilidad de tramsplante y una rdpida recuperacién, logrdndose

un 100X de sobrevivencia bajo condiciones de invernadero.
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CONCLUSIONES

El pretratamiento del material vegetativo con fungicidas y bacte-
. ricidag durante un mes bajo condiciones de invernadero permite obtener

mayor porcentaje de cultivo aséptico.

En la etapa de establecimiento de cultivo aséptico, los mejores

resultados se lograron utilizande 1 mg/l de benciladenina (BA).

Al utilizar concentraciones de 5 mg/l de BA &sta resulta ser com-

pletamente inhibitoria para la brotacidn de las yemas axilares.

Durante la etapa de multiplicacidn de propigulo se obtuvieron los
mejores resultados al utilizar 15 ml de medio 1fquido en agitacidn-a 120
rpm. Sin embargo, en este tratamiento se observdé la presencia de una ma-

sa callosa.

Utilizando medios s8lidos hay buena brotacidén de yemas pudiendose

incrementar rompiendo la dominancia apical del brote principal.



ESTA TESIS MO DEBE o
SALIR DE LA BIBLIGTECA

Al transplantar los brotes en el medio bisico con auxinas los ma~
yores procentajes de enraizamiento se lograren utilizando brotes de 1 em
de longitud con 0.18 mg/l de dcido faftalinacético (ANA) mis 0.4 wg/l de

deldo indolbutfrico (AIB). Lograndose enraizamiento en 2 semanas.

Utilizando el medio bdsico sin auxinas se formd un nfimero reduci~

do de ralces, escasa consistencia y hasta 5 cm de longitud,

EL potencial de la metodologfa de propsgacidn in-vitro propuesta
en el presente trabajo es de 2 millones de plantas en 12 meses a partir

de un golo brote.

Los resultados obtenidos en la presente investigacisn indican que

es posible la obtencidn y propagacidn de plantas de piiiz (Ananas comosus)

por cultivo in vitro a partir de yemas axilares de la corona. El uso de
apta metodologfa permite aumentar el potencial de propagacifn vegetativa

en comparacidn con el mEtodo convencional.
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Cuadro 1 A.~ Resultados de andlisis de varianza realizados para la variable niimero de yemas por

brote & los 42 dfas de incubacidn con BA.

F. V. oL sc c.H. F. Cal k. Tab.
TRAT. 4 s 076037 55 73,834

ERROR 95

TOTAL 99

* Significativo al 0.05%

*% Altamente significativo 0.01
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Cuadro.2 A.~ Resultados del andlisis de Varianza realizados para la variable nimero de yemas después

de 42 dfas de incubacién.

Foove el e T e o F cAL F TAB c. v.

TRAT. 73430.27 21,30+ 0.0001 (0.05) 6221

TOTAL 41991.39°

* Significativo al 0.05%

**% Altamente significativo al 0.05%

58



Cuadro 3'A,- Resultados del anfilisis de Varianza realizado para la Vatiable Nimero de Rafces después

de 28 dIas de 1ncubac16n.

F. V. GL TS, e G U cal F tab C. V.

33,584k . 0.0001 {0.05) -

TRAT. 8
ERROR .. . 1710
TOTAL 179

* gignificativo al 0.05%

** Altamente significativo al-0.01%

59



	Portada
	Contenido
	Resumen
	I. Introducción
	II. Revisión de Literatura
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Bibliografía
	Apéndice



