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RESUMEN

El presente estudio se realiz6 en e laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad
Nacional Agraria de abril del 2007 a marzo del 2008, con € objetivo de mejorar la
eficiencia de produccién de pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) en diferentes fases de la
micropropagacion. En establecimiento, enraizamiento y aclimatizacion se evaluaron
medios de cultivos con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento. En la
multiplicacion se estudié € tipo de consistencia del medio, frasco y numero de
explantes por frasco. En la fase de establecimiento los medios de cultivo que contenian
las sales de Murashige y Skoog, (1962) con 1 mg/l BAP y 0.1 mg/l AIA 6 ANA
favorecieron la separacion de los primordios de hojas; € color verde se present6 en los
medios con ANA y BAP. En la fase de multiplicacion los megores medios de cultivo
contenian 2 y 3 mg/l BAP de consistencia liquida, con brotes de 0.96 y 1.20. Los
medios de cultivo que cortenian las sales MS de consistencia semisdlida fueron
superiores en nimero de hojas yraices. La formacion de brotes fue superior a usar
frascos de 220 ml con 8 explantes en medio semisdlido con un promedio de 3.43. La
longitud de planta 'y e numero ce hojas presentaron promedios superiores en medio
semisdlido con 5 explantes y en frascos de 220 mi y 430 ml, respectivamente. La
induccion de raices fue favorecida en los medios de cultivo que contenian 1 mg/l de
BAP con 40 g/l de sacarosa. Para la variable nimero de brotes, hojas y bngitud de
planta no hubo diferencia significativa entre los tratamientos. Las vitroplantas
provenientes de plantas enteras presentaron 100 % de sobrevivencia. El promedio de
espinas fue méas acentuado en los tratamientos de plantas partidas longitudinalmente. El
numero de hoja resulté similar estadisticamente en los medios con diferentes niveles de
sacarosa en combinacion con 0.1 y 1 mg/l de AlA. La longitud de planta obtuvo €

mejor promedio en el medio que contenia 0.5 mg/l de AIA con 30 g/l de sacarosa.

Palabras claves. MS, cultivar, propagacion in vitro, AIA, ANA, BAP.
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| - INTRODUCCION

La pifia pertenece a la division de las monocotileddneas, familia de las Bromeliacess, a
género Ananas, y su nombre cientifico es (Ananas comosus (L.) Merr.) originaria de
América Tropical especificamente de América del sur (Martinez, 1981). La fruta es
reconocida como una de las més finas de las regiones tropicales y se le considera la
reina de todas las frutas (L épez, 1996). La pifia es muy apreciada por su valor nutritivo,
es rica en carbohidratos, libre de grasas saturadas y colesterol, bgja en sodio y muy alta
en vitamina C y minerales, ademas es un alimento altamente digestivo debido a la
enzimabromelia (Castafieda, 2003).

Lopez (1996) sefiadla que en los dltimos cien afios, la pifia se ha convertido en una de las
principales frutas comerciales del tropico, se produce en humerosas regiones tropicales
del mundo y se exporta sobre todo a Estados Unidos y la Union Europea.

Hoy lapifia es el segundo cultivo tropical en volumen de produccion, solo superado por
la banana (Musa acuminata) y conforma mas del 20 % de la produccion comercial, de la
cua e 70 % se consume fresca y € resto se destina a enlatado en amibar. Los
principales productores son Brasil, China, Filipinas, Indiay Tailandia; que concentran
el 50 % de la produccién. Otros productores de relieve son Costa Rica, Indonesia,
Kenia, México y Nigeria. En 1999 Tailandia produjo 2. 331 millones de toneladas y
Filipinas 1. 495 millones de toneladas. La produccion mundial ascendié en ese mismo
ano a 13.147 millones de toneladas (Medinay Garcia, 2006).

En Nicaragua € cultivo de la pifia se inicia en los afios 50 con la introduccion de la
variedad Monte Lirio en & municipio de Ticuantepe donde se cultivaba de manera
tradicional sin implementar ningun tipo de tecnologia. En los afios 80 € cultivo toma
auge considerandose como atamente rentable debido a sus caracteristicas que hacen
posible planificar la produccién durante todo € aio productivo (CENADE, 2000). El
mayor volumen de su produccion comercia se concentra en dos zonas. Ticuantepe,
donde se cultiva e cultivar Monte Lirio. La otra zona conocida como la Meseta de los
Pueblos, donde se esté cultivando el cultivar Cayena Lisa. En 1997 € INTA estimé la
produccién nacional en un promedio de 25, 531 frutog/ ha /afio en un area de 970 ha.

El cultivar Monte Lirio es muy apreciada en e mercado interno, pero de menor
aceptacion en el mercado internacional y Cayena Lisa que en la actualidad es uno de los

cultivares mas importante por la calidad de su fruto, sin embargo presentan algunos



inconvenientes en cuanto a fragilidad en € transporte y marcada susceptibilidad a

ciertas enfermedades (L 6pez, 1996).

La pifia es un cultivo con buenfuturo paralos pequefios agricultores y para el pais como
generador de mayores ingresos y de divisas, por la demanda internaciona con
posibilidad de exportacion a Estados Unidos y Europa para € consumo fresco, asi como
también para ser industrializada (I1CA, 2004).

Recientemente se esta introduciendo a pais € cultivar MD-2 conocido también por los
nombres Golden Ripe, Extra Sweet 0 Maya Gold, porque su fruta es preferida en los
mercados internacionales gracias a los atractivos en cuanto a sabor, olor, propiedades
alimenticias, versatilidad culinaria, entre otras caracteristicas. El cultivar MD-2 es un
hibrido desarrollado en Hawai a partir de Cayena Lisa cuyo peso promedio es de 1.3 a
2.5 kg, de color naranja amarillo intenso con un alto contenido de azlcar de 15 -17
grados brix; es un fruto dulce, compacto y fibroso. Las diferencias que presenta con
respecto a la variedad Cayena Lisa son: mayor resistencia al oscurecimiento interno,
menor contenido de acido ascérbico total, menor susceptibilidad a la pudricion y al
atague de Phytopthora (Medinay Garcia, 2006).

Las exportaciones de pifia de Nicaragua son minimas, sin embargo, este cultivo tiene
una creciente demanda en el mercado nacional, €l precio por unidad esté en dependencia
de la calidad, que comprende: tamafio, olor, sabor y, sobre todo, que esté libre de dafios

superficiales (Munguia, 2006).

Entre los principales problemas que impiden el aumento en la calidad de la produccién
en nuestro pais se destacan la falta de financiamiento, falta de capacitaciones dirigidas a
los productores tanto en e manejo agrondmico, manegjo de poscosecha. La técnica de
cultivo de tgjidos vegetales ofrece alternativas en la produccién de plantas en grandes
volumenes en corto tiempo como en la obtencion de plantas libres de patégenos
causantes de enfermedades y garantizando la estabilidad genética del cultivar a

propagar.

El empleo de la técnica de micropropagacion en € cv MD-2, produciria las siguientes

ventgjas en comparacion a los métodos convencionales de propagacion: se evitaria la
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diseminacion de plagas y enfermedades, reduccién del volumen del traslado de semilla,
se reduce la aplicacion de pesticidas, planificacion de la cosecha, se obtiene un material
sano y uniforme, no se producen afectaciones en la salud de |as personas que manipulan
el material vegetativo, se conserva la identidad genética del cultivar, material genético
altamente productivo, propagacion més rgpida y en mayores volumenes (Sandoval,
2001).

OBJETIVOS
11 Objetivo general:
Mejorar la eficiencia de produccion en las diferentes fases de la micropropagacion del

cultivo de pifia (Ananas comosus (L) Merr.) cultivar MD-2.

12 Obj etivos especificos:

1. Definir las meores concentraciones de reguladores de crecimiento (ANA, AIA 'y
BAP) en lafase de establecimiento de apices.

2. ldentificar las mejores concentraciones de BAP, consistencias de medio de
cultivo, tipos de tgjidos, efecto del nUmero de explantesy volumen del frasco en
la fase de multiplicacion.

3. Definir las mejores concentraciones de AIA y sacarosa para la produccion de
raices.

4. Evaluar larespuesta de las plantas en base a crecimiento y la sobrevivencia en

la fase de aclimatizacion.



- MATERIALESY METODOS

2.1 L ocalizacién del experimento

Laproduccion in vitro de plantas de pifiacv MD-2 serealizo en e laboratorio de cultivo
de tgjido vegetal del programa Recursos Genéticos Nicaragienses (REGEN) de la
Facultad de Agronomia de la UNA, ubicado en e km. 12 % carretera norte,
geograficamente se localiza entre las coordenadas 12°08" |atitud Norte y 86°10° longitud
Oeste con una altitud de 56 msnm en el departamento de Managua. El estudio se realizo
en el periodo abril 2007- marzo 2008.

2.2 Seleccion del material vegetativo
El material vegetativo se obtuvo de areas de siembra de productores del municipio de
Ticuantepe, departamento de Managua, se seleccionaron renuevos conocidos como

hijos axilares que presentaron un buen estado morfol6gico y fisioldgico.

Figura 1. Hijos axilares de pifia cv MD-2 seleccionados
en areas de produccion.

2.3 Esterilizacion de materialesy equipos

Los materiales, equipos y reactivos utilizados se detallan en anexo 1. En la limpieza de
la cristaleria (frascos de vidrio) se utilizé hipoclorito de sodio (NaClO) conocido como
cloro comercial, a una concentracion del 1 % durante 24 horas, posteriormente se
procedi6 a redlizar un enjuague con agua y detergente, una vez finalizado € enjuague
los frascos se colocaron de forma invertida durante 2 horas para € escurrimiento del
agua; los platos petri, pinzasy escalpelos s esterilizaron en e horno a temperaturas de

180 °C durante 1 hora. El @rea de trabajo de la camara de flujo laminar se desinfect6 con

-4-



alcohol a 90 % y luego se expuso a la luz ultravioleta durante 30 minutos, antes de

proceder ala sembra de |os diferentes experimentos.

2.4 M edios de cultivo

Para |a preparacion de los medios de cultivo se emplearon en todos los experimentos las
sales propuestas por Murashige y Skoog (MS) (1962) como medio basal y se definieron
las concentraciones hormonales de auxinas y de citoquininas de acuerdo a la fase en
estudio (Anexo 2). Una vez preparados |os medios de cultivos, el pH se gjusté a 5.8 con
KOH 1 molar (M) 6 HCI 1 M. Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave

durante 15 minutosa 121 °C y 1 atmosfera de presion

2.5 Propagacion in vitro

Para el presente estudio se procedid a desarrollar los cuatro pasos fundamentales para
micropropagar eficientemente una especie propuestos por Murashige (1974): 1)
establecimiento aséptico del cultivo, 2) multiplicacion, 3) enraizamiento y 4)

aclimatizacion de las vitroplantas para su posterior transplante al suelo (Anexo 6).

251 Preparacion y desinfeccion del material vegetativo

En la fase de establecimiento se empled € método descrito por (Bancroft y McDonald,
1995) para la desinfeccién de los explantes. A cada hijo axilar se le eliminaron las hojas
gue envolvian el dpice, reduciéndolos a un volumen de 4-5 cm de longitud por 2-3 cm
de ancho aproximadamente; posteriormente los explantes fueron lavados con agua y
detergente para garantizar el desprendimiento de polvo y otras impurezas. Una vez
eliminados los residuos de detergente se realizo la primera desinfeccion sumergiendo
los explantes en una solucion de NaClO a 1 % durante 5 minutos. En la camara de flujo
laminar se practic6 una segunda desinfeccion con NaClO a 2 % durante 5 minutos,
posteriormente se eliminaron los residuos de NaClO mediante tres enjuagues sucesivos
con agua estéril. Finalmente se procedio al disectado de los apices hasta reducirlos a un
volumen de aproximadamente 0.5 cm y se sembraron individualmente en tubos de
ensayo (Figura 2).



Figura 2. @) hijos de corona b) corte tfansversel de las hojas. ¢) reduccion antes 'y
después de la desinfeccion.

252 Fasedeestablecimiento
Para definir los megjores medios de cultivo en la fase de establecimiento se hicieron
modificaciones a medio de cultivo propuesto por Mathews y Rangan (1979).

2.5.21 Siembra del material vegetativo

Se estudiaron nueve variantes de medios de cultivo con adiciones de diferentes
concentraciones de &cido indolacético (AlA), acido naftalenacético (ANA) y bencil

aminopurina (BAP) (Tabla 1). Se sembr6 un épice por cada tubo de ensayo conteniendo
10 ml de medio de cultivo en estado semisolido y después fueron trasladados a cuarto
de crecimiento en condiciones de luz natural con periodo de 12 horas luz y 12 horas de
oscuridad temperatura de 27- 28 °C.

Tabla 1. Variantes de medios de cultivo utilizados en la fase de
establecimiento in vitro de dpices axilares de pifia @Ananas comosus (L.)

Merr) cv MD-2.
Variantes del AlA BAP mg/l ANA mg/l
medio mg/l

(MS, 1962)
1 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.5 0.1
3 0.0 1.0 0.1
4 0.1 0.5 0.0
5 0.1 1.0 0.0
6 0.0 0.0 0.1
7 0.5 0.0 0.0
8 0.0 0.5 0.0
9 0.0 1.0 0.0




25.3 Fasedemultiplicacion

El objetivo de esta fase es la produccion y aumento del indice de multiplicacion a partir
de los apices establecidos. Para ello se induce a la proliferacion de brotes axilares que
son separados en condiciones estériles y cultivados nuevamente en medios frescos
(Jmeénez, 1995). En la fase de multiplicacion se efectuaron 2 experimentos empleando
los medios de cultivo propuesto por Péiz (2006) en organogénesis directa en quequisque
(Xanthosoma spp. L. Schott). Para el estudio se emplearon plantas in vitro procedentes

de |a fase de establecimiento.

2.5.3.1 Efecto de los medios de cultivo, diferentes tipos de cortes de explantes 'y
estado fisico del medio sobrela produccion de brotes axilares

Con € objetivo de evaluar € coeficiente de multiplicacion se estudié e efecto de la

interaccion de cuatro concentraciones de BAP (Tabla 2), consistencias liquida y

semisolida de los medios de cultivo y el manejo de dos tipos de tgjidos. plantas enterasy

plantas partidas longitudinalmente (Figura 3). Para este estudio se utilizaron frascos con

capacidad de 220 ml a los que se les distribuyeron 10 ml de medio de cultivo en el caso

de laconsistencia liquiday 20 ml en el medio de consistencia semisolida.

Tabla 2. Variantes de medios de cultivo M S en la fase de multiplicacion in vitro de pifia

cv MD-2.
Tratamientos BAP (mg/l) Consistencia Manegjo detgido
Medio de cultivo
MS (1962)
T 0.0 Semisdlida Enterasy partidas
T, 1.0 y liquida longitudinalmente
T3 2.0
Ty 3.0

Explante partido

Explante entero

longitudinalmente

Figura 3. Tipo de corte del tegjido
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25.3.2 Efecto del volumen dd frasco, € numero de explantes por frasco y €
estado fisico de los medios de cultivo en e crecimiento de los explantes en
la fase de multiplicacion

Se estudi6é € efecto del uso de frascos de dos voliumenes (220 y 430 ml) sobre la

consistencia del medio liquido y semisolido y nimero de explantes por frasco (5, 6, 7y

8) (Tabla 3). Para este experimento se utilizé el mejor medio de cultivo obtenido en €l

experimento | de multiplicacion suplementado con las sales MS con 3 mg/l BAP.

Tabla 3. Volumenes de frascos, estado fisico del medio y nimero de
explantes por frasco.

Variantes Densidad de
Estado fisico del medio
volumen (ml) explantes por frasco
220
Semisdliday liquida 56,7y8
130 y liqg y

254  Fasedeenraizamiento

El propésito de la fase de enraizamiento es lograr plantas que desarrollen un sistema
radicular que le permita una alta adaptabilidad a condiciones ambientales. El estudio
consistio en determinar €l efecto de nueve variantes de medios de cultivo suplidos con
combinaciones de AIA y sacarosa sobre el crecimiento de dos tipos de cortes de los
explantes (enteras y partidas longitudinamente). Las variantes de medios de cultivo se
prepararon en base alas propuestas por Calderay Lépez (2002) en el cultivo de platano
(Musa AAB cv. Enano) (Tabla 4). El experimento se inici6é con la seleccion de plantas
obtenidas en la fase de multiplicacion, con 2-3 hojasy 3 cm de longitud; posteriormente

fueron sembradas en frascos de vidrio con capacidad de 220 ml.



Tabla 4. Variantes de medios utilizados en la fase de enraizamiento in vitro de pifia
cv MD-2.

Tratamientos
Medio de cultivo

Regulador es de crecimiento

Tipo de corte del

(MS, 1962) *AlA (mg /l) Sacarosa (g/l) tgido

T4 (testigo) 0.0 30

T2 0.0 40

Ts 0.0 50 .

T Enterasy partidas
4 0.5 30 longitudinalmente
Ts 0.5 40

Te 0.5 50

T7 1.0 30

Ts 1.0 40

To 1.0 50

2.5.5 Aclimatizacion de las vitroplantas

El experimento se realizd con el objetivo de evaluar e comportamiento de las plantasin
vitro en base a su crecimiento y sobrevivencia en la fase de aclimatizacion. En €
estudio se evaluaron las plantas provenientes de cada medio de cultivo de la fase de
enraizamiento. Las plantas enraizadas se extrgjeron de los frascos y se lavaron con agua
para eliminar los restos de agar y sacarosa. Posteriormente se establecieron en bolsas de
color negro de polietileno con dimensiones de 4x4 pulgadas que contenian sustrato de
compost. Las plantas crecieron bajo condiciones de sombra con cubierta de saran (70
%). Se aplicd un riego diario y fertilizacion foliar con 20-20-20 més elementos menores
en dosis de 2 g/l una vez ala semana. Las plantas permanecieron en estas condiciones
durante seis semanas.

2.6  Diseflo experimental y analisis estadistico

2.6.1 Fasedeestablecimiento

En e establecimiento de las plantas se inocul 6 un apice por tubo de ensayo y un nimero
de 15 4pices por tratamiento. Para el andlisis de los datos no paramétricos se redizo la
prueba de Chi—cuadrado (?*) empleando el programa estadistico MINITAB versién 15,
para determinar diferencias significativas entre |os tratamientos.

A las 4 semanas se evaluaron € nudmero de hojas separadas, nUmero de hojas sin

separar y color de las hojas.
-9-



2.6.2 Fasedemultiplicacion

Los ensayos se organizaron en un disefio de bloques completos a azar (BCA) con
arreglo trifactorial. En e primer experimento se utilizaron 6 repeticiores por
tratamiento (frascos) y un nimero de cinco explantes por frasco, constituyéndose
unidades experimentales de 20 plantas por variante de medio de cultivo. En & segundo
experimento se utilizaron 6 repeticiones por tratamiento de cada factor en estudio
(volumen del frasco, consistencia del medio y nimero de explantes por frasco). Para el
andisis estadistico primero se redizé € andlisis de varianza (ANDEVA) y para
determinar las diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizo la prueba de
rangos multiples de Duncan y Waller a = 0.05. Los datos fueron procesados y
analizados en €l programa estadistico SAS version 15.

Se evalud lalongitud de la planta (cm), nimero de hojas, nimero de brotes por plantay

ndmero de raices.

2.6.3 Fasedeenraizamiento

Se utilizaron cinco réplicas por cada tratamiento, con un nimero de cinco plantas por
frasco. El experimento se estructurd en un disefio BCA con arreglo bifactorial. Se
realizd un ANDEVA y para definir el mejor tratamiento la prueba de medias de Duncan
y Waller a=0.05. Se evalud € nuimero de raices, longitud de las plantas (cm), nimero

de hojas y numero de brotes.

2.6.4 Aclimatizacion de vitroplantas

Para e procesamiento de los datos no paramétricos de las variables sobrevivencia y
plantas con espinas se elaboraron tablas de porcentges. En el caso de las variables
numero de hojas y longitud de planta se utiliz6 un disefio BCA con arreglo unifactorial,
evaludndose 25 plantas por tratamiento. A los datos de las variables longitud de plantay
numero de hojas se les efectud e correspondiente andlisis de ANDEVA y la prueba de
medias de Duncan y Waler a=0.05. Se evalué € porcentgje de sobrevivencia,

porcentaje de plantas con espinas, nimero de hojas y longitud de la planta (cm).
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[1- RESULTADOSY DISCUSION

31 Fase de establecimiento

Lainiciacion del crecimiento de pifiaimplica el rompimiento de la latencia de las yemas
axilares o laterales, hecho que se ve favorecido con la presencia de sustancias inductoras
como las auxinas y las citoquininas (Rodriguez et al., 1999). Un balance apropiado
entre auxinas y citoquininas en & medio de cultivo e necesario para la formaciéon de
plantas a partir de meristemos, 4pices o yemas. Este balance esta determinado por las
concentraciones enddgenas de auxinas y citoquininas presentes en €l explante, las cuales

dependen de las especies y del tipo de explante (Dottin, 2000).

El mejor desarrollo de los primordios que presentaban hojas separadas en un nimero de
11 plantas, se obtuvo en concentraciones de 0.0 y 0.1 mg/l de ANA y AIA
respectivamente en combinacion con 1 mg/l de BAP. Este resultado refleja la necesidad
de suministrar reguladores de crecimiento para mejorar la regeneracion y crecimiento de
los &pices, ya que la separacion de primordios de hojas indica la activacion de yemas
axilares localizadas en la base de las hojas. Ademas, se encontrd que en el nedio de
cultivo que se le adicion6 0.1 mg/l AIA y en d tratamiento sin adicién de hormonas
(testigo) resultaron ser inferiores, con una frecuencia observada de primordios
separados de 2 y 5 Aun cuando € tratamiento testigo no contenia fitohormonas se
observé crecimiento y separacion de los primordios de hojas, reflgja la presencia de
reguladores de crecimiento en estos explantes, pero de acuerdo a los mejores resultados
se demostro que la adicion exdgena de fitohormonas estimula la regeneracion de los
mismos (Tablab).
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Tabla 5. Comportamiento de primordios de hojas separadas 'y color verde alas
4 semanas de establecidos los pices en niveles combinados de ANA, BAPy

AlA.
Reguladoresde Variables
Crecimiento (mg/l) Primordios con hojas || Color verde
separadas

ANA BAP AIA| S No 7 S No 7
0.0 0.0 0.0 5 10 bc 9 6 ab
0.1 0.5 0.0 7 8 ab 12 3 ab
0.1 10 0.0 11 4 a 12 3 ab
0.0 0.5 0.1 7 8 ab 12 3 ab
0.0 10 0.1 11 4 a 8 7 b
0.1 0.0 0.0 9 6 ab 13 2 a
0.0 0.0 0.1 2 13 c 7 8 b
0.0 0.5 0.0 9 6 ab 11 4 ab
0.0 1.0 0.0 10 5 ab 12 3 ab

Promedios con letras similares no difieren entre si, para 7 a = 0.05. La
compar acion entre dos frecuencias se realizo verticalmente.

El BAP demostré ser e regulador de crecimiento que tuvo & mayor efecto en la
separacion de los primordios de hojas, resultando esencial para € metabolismo celular
de los explantes. Se observo que la adicion de BAP en combinacion con ANA 6 AIA
tuvo su efecto en la regeneracion de los &pices y separacion de primordios de hojas, o
gue reflgja que € volumen y edad fisiol6gica de |os &pices empleados en este trabajo, no
tenian suficiente concentracién endégena de auxinas, por tanto con la adicion exdgena
de estos reguladores se alcanza e balance adecuado de auxinas-citoquininas para

estimular e crecimiento y regeneracion de los mismos.

Figura 4. Crecimiento de los primordios de hojas en los apices
axilares de pifia en los diferentes medios de cultivos.
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De acuerdo con Barcel6 et al. (1995) usualmente en los apices, la citogquinina enddgena
es muy bgja, debido a que e principa sitio de sintesis son las raices, por lo que la
adicion exdgena de la misma a los medios de cultivo de establecimiento es esencia para
los procesos de division celular y para la citocinesis (division del citoplasma para
formar dos células hijas). En estudios sobre la influencia de las hormonas en la sintesis
de ADN vy division celular realizado por Thorpe (1995) se observo que aln cuando las
auxinas eran necesarias para que hubiera mitosis y sintess de ADN, éstas solo se
producian cuando habian niveles adecuados de citoquininas para poder tener influencia

sobre el metabolismo de los &cidos nucleicos y de proteinas.

Aunque en los medios de cultivo que contenian 0.1 mg/l de AIA y la combinacion de
0.1 mg/l de AIA con 1.0 mg/l de BAP se presentaron las menores frecuencias de
explantes color verde, esta expresion Unicamente parece ser determinante en la actividad
fisiolégica de los tgjidos solo cuando € AlA se adiciona a medio de cultivo, debido al
bajo efecto que también produjo en la separacién de los primordios de hojas. De
acuerdo a los resultados € BAP influye directamente en la expresion del color verde de
las hojas (Tabla 5). Las citoquininas promueven la conversion de etioplastos en
cloroplastos via estimulacion de la sintesis de clorofila. Investigacion reciente de Garcia
(2004) plantea la hip6tesis de que las citoquininas previenen la pérdida de fragmentos
de ADN, permitiendo asi que contintdien la sintesis de enzimas y la produccion de otros
compuestos tales como la clorofila. Ademas Torrez y Vasguez (1995) afirman que a
este hecho = le adiciona a que las citoquininas son més activas en e efecto retardante

de la senescencia foliar.

3.2 Fase de multiplicacion

321  Efecto delos medios de cultivo y dos consistencias sobre la produccion de
brotes axilares

La proliferacion de los brotes axilares se logra con la adicion de citoquininas en €l

medio de cultivo para romper la dominancia apical y estimular la brotacién de las yemas

gue se encuentran en la base de las hojas. El uso de citoquininas es generalizado en los

medios de propagacion, variando su concentracion en dependencia del balance

enddgeno de auxinas y citoquininas en los explantes (Hu y Wang, 1983).
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No hubo interaccion en los factores medio de cultivo* estado fisico del medio*tipo de
corte del explante; este comportamiento estadistico similar entre plantas partidas y
enteras sugiere que en lafase de multiplicacion, las plantas se deben cortar en dos partes
longitudinamente porque esta practica garantiza que se obtengan dos plantas
morfol6gicamente similares en su crecimiento, pero ademés representa una ventaja
econdmica a incrementarse la cantidad de plantas obtenidas. Sin embargo, se encontré
interaccion entre los factores medio de cultivo* estado fisico del medio Unicamente para
la variable nimero de brotes. También hubo interaccion entre medio*tipo de corte en €l

promedio de raices y entre los factores estado fisico del medio*tipo de corte en la
variable nimero de brotes @Anexo 3). Los resultados presentados en la Figura (5)

muestran que la interaccion en la variable nimero de brotes por planta fue significativa,
se obtuvo los mayores promedios de brotacién en los medios de cultivo con
concentraciones de 2 y 3 mg/l de BAP de consistencia liquida, con valores promedios
de 1.20 y 0.96 respectivamente. El menor promedio se present6 en las variantes que no
contenian BAP y con 1 mg/l de BAP tanto para consistencia liquida y semisdlida. En
cambio en la interaccion estado fisico del medio y tipo de corte del explante en esta
misma variable los mejores promedios se obtuvieron a emplear ambas consistencias de
medio de cultivo (liquiday semisolida) con explantes enteros para el primero y partidos
para e segundo con promedios de 0.72 y 0.70 brotes/pta respectivamente, presentando
similitud estadistica con el tratamiento de consistencia liquida usando explantes partidos
(Figura9).

A pesar de que no hubo significancia entre los factores medio de cultivo* estado fisico
del medio en las variables nimero de raices y hojas, se observo que € mayor promedio
de raices por planta se presentd en los medios de cultivo de consistencia liquida y
semisblida que no se les agregd BAP con promedios de 2.48 y 2.41 respectivamente
(Figura 6). EI nimero de hojas por planta producidas presentaron la misma tendencia.
En e medio de cultivo semisdlido se obtuvo un promedio de 6.28 hojas por planta
smilar al tratamiento que contenia 1 mg/l de BAP en medio de consistencia liquida
(5.85 hojas/pta), (Figura 7). En la interaccion medio*tipo de corte e mayor promedio de
raices se presentd en € tratamiento sin adiciéon de BAP con plantas enteras con
promedio de 3.35 (Figura 8).
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Mayores promedios de raices y hojas no inciden a una mayor brotacion en las plantas;
pero si la emision de brotes parece estar mas relacionada a efecto de las
concentraciones de BAP que se agregan al medio de cultivo y al estado fisico de éste.
En € cultivo de pifia estas yemas no se inhiben reciprocamente durante su desarrollo,
debido a que se anula la dominancia apical, hecho que puede extrapolarse a las plantas
intactas donde las citoquininas aplicadas exdgenamente en general activan €
crecimiento de las yemas laterales. El hecho de que el mayor promedio de raices se
presentara en los medios liquidos y semisolidos y sin adicion de BAP o en bgas

concentraciones, se debe a que las citoquininas inhiben la formacion de raices.

La induccion de 6rganos in vitro por efecto de las citoquininas est4 encaminada a la
formacion de yemas, las cuales son activadas en base a una proporcion alta de
citoquinina con respecto a las auxinas. El efecto de |as citoquininas en el crecimiento de
las raices es extremadamente limitado, por lo que €l tratamiento a secciones de raiz en
cultivo con una citoquinina da como resultado una estimulacion de la division celular,
sin embargo, no conduce a un incremento en la elongacion de la raiz, pero si a una
estimulacion de la division de las células que estan destinadas a diferenciarse en tegjidos

vasculares (Hurtado y Merino, 1994).

\ \
| i § §
TN N N N

Figura 5. Efecto de cuatro variantes de medios de cultivo y dos consistencias de medios en la
variable nimero de brotes/pta en la fase de multiplicacion
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Figura 6. Efecto de cuatro variantes de medios de cultivo y dos consistencias de medios en la
variable nimero de raices/pta en lafase de multiplicacion
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Figura 7. Efecto de cuatro variantes de medios de cultivo y dos consistencias de medios en la
variable nimero de hojas/pta en la fase de multiplicacion
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Figura 8 Efecto de cuatro variantes de medios de cultivo y dos tipos de corte en la variable
nimero de raices/pta en lafase de multiplicacion.
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Figura 9: Efecto de dos tipos de corte del explante y dos consistencias de medio de cultivo en
la variable nimero de brotes/pta en la fase de multiplicacién.

Otra causa que explica e hecho de que en los medios de cultivo sin adiciones de BAP
se obtuvieran los meores promedios de raices y hojas es que posiblemente la
concentracion de auxinas enddgenas de los tejidos fue mayor a las concentraciones de
citoquininas exdgenas cuyo efecto fue anulado por las auxinas. De acuerdo con Hurtado
y Merino (1994) en ausencia de citoquininas, la auxina provoca &l alargamiento celular
en los tgidos cultivados, pero en presencia de ésta se obtiene uma division celular
mediada citoguininicamente. Cuando la proporcion auxina-citoquinina es relativamente

alta, existe diferenciacion de las células hacia primordios radicales.

Larepuesta de los explantes a las caracteristicas fisicas del medio de cultivo se atribuye
al potencial hidrico (osmético y matricial) que incide sobre la disponibilidad de agua
paralas plantas in vitro (Debergh et al., 1991; George, 1996; Mgada et al., 1998). El
descenso del potencial hidrico del medio tiene efectos perjudiciales en las tasas de
distintos procesos morfogénicos. En medios semisolidos se modifican drésticamente la
absorcién de citoquininas y de iones, ademas se reduce la brotacion debido a una mayor
retencion de agua, contrario a lo que ocurre con los tejidos que crecen en medios en
estado liquido.
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La ata produccién de brotes en medios liquidos fue favorecida posiblemente por una
mejor absorcién de nutrientes, como lo reporta Gupta et al., (1981) quienes encontraron
gue los medios liquidos facilitan la absorcion de nutrientes por la planta debido a la
distribucion homogénea de los diferentes constituyentes de los medios de cultivo.
Resultados similares fueron obtenidos por Guerra et. al., (1999) con altas tasas de

regeneracion en medio liquido en los cultivares de pifia Perolay Primavera.

Diversos autores concuerdan que en recipientes de cultivos tradicionales el efecto del
medio liquido puede presentar beneficios en algunas especies (Bhojwani et al., 1996;
Escalona, 1999). Sin embargo, aunque € medio liquido con altas concentraciones de
BAP (2-3 mg/l) puede aumentar €l promedio de brotes y e crecimiento de hojas y
raices, generamente produce una respuesta hiperhidrica que afecta posteriormente la
aclimatizacion e incluso provocar la muerte de las plantas obtenidas debido a esta

condicion in vitro.

3.2.2  Efecto del volumen de frasco, consistencia del medio de cultivoy € numero
de explantes por frasco
De estos resultados se destacan en e promedio de brotes los frascos de 220 ml con 8
explantes y medio de cultivo de consistencia semisdlida (3.43 brotes/pta) en frascos de
220 ml con 5 explantes y consistencia liquida (3.03 brotes/pta) que fueron
estadisticamente similares (Figura 10). Aunque Unicamente € primer tratamiento
descrito resultd estadisticamente superior a los promedios alcanzados por los demas
tratamientos. Los menores promedios de brotacion se presentaron en medio semisolido

con 5y 7 explantes en frascos de 430 ml (Tabla6) (Figura1l).

Estas diferencias estadisticas entre los promedios de la interaccién volumen de los
frascos* estado fisico de los medios de cultivo* nimero de explantes por frasco, no
marcan una tendencia claramente definida que permita seleccionar € mejor tratamiento

en las cuatro variables evaluadas.

Los resultados del nimero de brotes/pta, tiene su explicacién en que durante el proceso
de corte y siembra de los tgjidos no se seleccionaron por tamafo, es decir que estos

tejidos se obtuvieron de brotes axilares como de plantas madres con un crecimiento bien
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definido, este procedimiento se vuelve una rutina frecuente en los procesos de
produccion masiva de plantas. Otro factor que pudo influir en la expresion de las
variables evaluadas fue el tiempo de evaluacion que debio extenderse a las 6 semanas de

inoculados los explantes.

Figura 10. Izquierda: frascos de 220 ml con numero de 5, 6, 7 y 8 explantes en medio
semisdlido. Derecha: frascos de 430 ml con 5, 6, 7 y 8 explantes en medio
semisolido

Las mayores longitudes se alcanzaron cuando se sembraron 5y 6 explantes en frascos

de 220 ml establecidos sobre medios de consistencia semisolida, con valores respectivos

de 6.58 y 5.71 cm. No se observo una tendencia a aumentar la longitud de plantas por
efecto del volumen de los frascos o por e nimero de explantes. Generalmente cuando la
longitud de planta fue mayor se redujo € nimero de brotes en ambos tipos de frascos,

consistencia del medio de cultivo y nimero de explantes por frasco. (Tabla 6).

El mayor promedio de hojas/pta se presentd en el medio semisolido con 5 explantes y
frascos de 430 ml (8.16), aunque no se reportaron diferencias significativas con los
demés tratamientos. Los menores promedios se presentaron en medios de cultivo de
consistencia liquida, en los dos tipos de frascos y con un nimero de 5 y 8 explantes
(Tabla6).

El nUmero de raices resultd superior estadisticamente a usar 6 explantes en medio
semisdlido en los dos tipos de frascos de 220 y 430 ml con un promedio de 1.46 en los
dos recipientes. En la combinacion frascos de 220 ml con 8 explantes y medio de
cultivo de consistencia semisolida se presentd el menor promedio de raices (Tabla 6).
Estos resultados indican que a ser mayor la cantidad de medio de cultivo agregado alos
frascos de 430 ml resulta tener influencia en la respuesta de los explantes de acuerdo a

la cantidad de plantas, porque disponen de una mayor cantidad de oxigeno, nutrientes 'y
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de reguladores de crecimiento para lograr un buen crecimiento en los 6rganos mas

importantes del crecimiento vegetativo de las vitroplantas.

Tabla 6. Efecto del volumen del frasco, nimero de explantes por frasco y dos consistencias de
medios de cultivo sobre lalongitud de planta, nimero de hojas, raices y de brotes.

Frasco Numero de Consistencia Variables
() explantes del medio Promedio Longitud de  Promedio Promedio
de brotes laplanta dehojas deraices
(cm)
5 Liquida 3.03ab 4.71 bc 6.16 cd 043 cd
Semisolida 193 b 6.58a 6.53 bc 0.76 abcd
6 Liquida 0.76 cd 353 d 6.26 bc 016 cd
Semisolida 148 cd 5.71ab 6.36 bc 146a
220 7 Liquida 100 cd 493 b 598 cd 020 cd
Semisdlida 091 cd 443 c 6.45 bc 038 cd
8 Liquida 0.65 cd 325 d 556 d 0.75 abcd
Semisolida 343a 471 bc 6.81 b 000 d
5 Liquida 043 cd 3.63 cd 533 d 0.96 ab
Semisdlida 010 d 385 cd 8.16a 1.16ab
6 Liquida 0.95 cd 3.78 cd 586 cd 111ab
Semisdlida 0.33 cd 396 cd 7.06 b 1l46a
430 7 Liquida 1.73 bc 445 ¢ 6.00 cd 0.81 abc
Semisdlida 010 d 365 cd 6.55 bc 0.81 abc
8 Liquida 025 d 305 d 576 cd 0.58 bc
semisdlida 021 d 330 d 6.45 bc 1.25ab

Promedios con letras similares no difieren entre si, parala prueba de rangos multiples de Duncan y
Wealler a=0.05.

Figura 11 lzquierda: formacion de brotes en medio semisolido. Derecha: frascoscon 5,6, 7y 8
explantes.
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3.3 Fase de enraizamiento

Esta es la fase mas voluminosa de todo €l proceso, cada brote, esqueje 0 yema de forma
individual que se ta formado durante la fase de multiplicacién, debe ser cultivada y
manipulada in vitro para que ademas de crecer y desarrollar un pseudotallo o tallo con
las primeras hojas, forme y desarrolle varias raices que le permitan comenzar la
absorcion de nutrientes al transplantarse sobre un sustrato enriquecido y convertirse en

una planta aclimatizada lista parallevarse a campo (Pérez, 1998).

No hubo diferencias significativas entre los factores medio de cultivo, tipo de corte del
tgido, asi como en la interaccion de ambos factores en longitud de planta, nimero de
brotes y de hojas (Anexo 4). Este comportamiento resultd similar a lo reportado en la
fase de multiplicacién porque a partir las plantas permite duplicar la cantidad de plantas
obtenidas Esta respuesta se debi6é a que en esta fase los medios de cultivo contenian
Unicamente AIA, cuyo efecto es inducir a los tegjidos a emitir una mayor cantidad de
raices, pero afecta la formacion de brotes, hojas y € crecimiento de las plantas,

caracteristicas morfogenéticas inherentes a uso de citoquininas en e medio.

Laaccién de las citoquininas en el proceso de la division celular esta relacionada con la
presencia de AIA en € tegjido, comprobandose que ademés de la cinetina se necesita
AlA para obtener el crecimiento, alargamiento y division celular (Torrez y Vasquez
1995). La induccion in vitro de drganos producidos por las citoquininas esta
encaminada a la formacién de yemas, las cuaes son obtenidas con base en una
proporcion citoquininica alta con respecto a las auxinas; estimulando la elongacion de

las hojas @ usar concentraciones bajas junto con las auxinas (Hurtado y Merino, 1994).

Unicamente hubo diferencias estadisticas entre el promedio de niimero de raices/pta que
se obtuvo en e medio de cultivo que se le adiciond 1mg/l de AIA y 40 g/l de sacarosa
(3.60) y las variantes de medios de cultivo que contenian 1 mg/l de AIA con 30y 50 g/l
de sacarosa (1.60 y 1.70, respectivamente) (Figura 12).
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Figura 12 Influencia de las diferentes combinaciones de AIA y sacarosa sobre la variable
numero de raices.

La respuesta de los tgjidos a la combinacion de niveles de sacarosa con AlA es causada
por €l rol de las auxinas en lainiciacion y crecimiento de las raices y a efecto sinérgico
gue se produce en los tgjidos auando se combinan estos dos compuestos (Torrez y
Vasguez, 1981).

Para e desarrollo de los procesos de morfogénesis in vitro es necesario lograr un
balance adecuado de |os reguladores de crecimiento y por lo general se consigue con las
combinaciones méas simples, ademas de otras diferencias como es € empleo de una ata
concentracion de sacarosa gue constituye un estimulo adicional para la formacion de
raices y crecimiento de la planta (Figura 13). De acuerdo con Hurtado y Merino (1994)
las auxinas son un factor esencia en la promocién del crecimiento de las mismas,
porque pueden incrementar significativamente la elongacion de segmentos aislados de

raices, tanto in vitro como in vivo, ademas de que incrementa su crecimiento.

El papel de las auxinas en la iniciacion y crecimiento de las raices es bien conocida,
recomendandose su empleo en la mayor parte de los medios de enraizamiento y es
precisamente e AIA una de las auxinas més empleadas en esta fase (Torrez y Véasquez,
1981; Huy Wang, 1983).
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Figura 13. Fase de enraizamiento en nueve variantes de medios de cultivo. Arriba: plantas
enteras. Abgjo: plantas partidas |ongitudina mente

34 Fase de aclimatizacion

Tradicionalmente €l proceso de transplante sigue un periodo de aclimatizacion que
puede durar varias semanas. Durante este tiempo las plantas se someten a una
adaptacion gradual a las condiciones de humedad y temperatura externa, en las cuales
los 6rganos que se desarrollan muestran una transicion de sus caracteristicas andtomo-
fisologicas, hasta conseguir una total aclimatizacion (Donelly et al., 1985; Van
Huylenbroeck, 1994).

La aclimatizacion es un proceso necesario a través del cual se reducen a minimo las
pérdidas de las plantas cultivadasin vitro después de su transplante a estas condiciones,
de forma progresiva, adaptando sus estructuras y su fisiologia, convirtiéndose de un
organismo heterétrofo en uno mixétrofo (nula o baa capacidad fotosintética)
(Pospisilova et al., 1997; Gonzalez et al., 1999). Sin embargo, durante la fase de
adaptacion, estas plantas estan forzadas a ser completamente autétrofas y sintetizar |os
compuestos organicos necesarios a partir de minerales, agua, dioxido de carbono y luz.
Este cambio en las plantas asi como la morfologia de las mismas, determina la
susceptibilidad durante las etapas iniciales del proceso de aclimatizacion (Pospisilova et
al., 1997).

Con las plantas que se desarrollaron en la fase de enraizamiento en las diferentes
variantes de medio de cultivo, se estudid su respuesta a las condiciones ambientales.
Similar a la fase de enraizamiento, no se encontré ninguna interaccion entre medio de

cultivo* tipo de corte del tejido, pero si hubo respuesta estadistica diferenciada de

-23-



longitud de planta y nimero de hojas de acuerdo alos constituyentes de los medios de

cultivo (Anexo 5).

El nimero de hojas en las variantes de medios de cultivo no registro diferencias entre s
(Tabla 7). Mientras que en longitud de planta se observaron diferencias significativas
entre los promedios alcanzados en la variante de medio de cultivo 0.5 mg/l de AIA con
30 g/l de sacarosa; las sales MS con 30 ¢/l de sacarosa; 0.5 mg/l de AIA con 40 g/l de
sacarosa; 0.0y 1.0 mg/l de AlIA en combinacion con 50 g/l de sacarosa. (Tabla 7).

Tabla 7. Comportamiento del &cido indolacético y sacarosa sobre las variables
longitud de plantay nimero de hojas.

\variables
Sacarosa| Longitud deplanta | Promedio de hojas
AlA (mg/D| (g/) (cm)
0.5 30 58la 754 a
0.5 40 401 bc 7.56 a
0.5 50 4.36 abc 834 a
1.0 30 533 ab 840a
1.0 40 4.23 abc 7.80a
1.0 50 305 ¢ 8.06 a
0.0 30 3.72 bc 750a
0.0 40 4.26 abc 8.02a
0.0 50 331 c 822a

Promedios con letras similares no difieren entre si, para la prueba de
rangos multiples de Duncan y Waller a = 0.05.

Estos resultados sugieren laimportancia de agregar AIA con 30 g/l de sacarosa para una
mayor adaptacion de las plantas al ambiente. Devlin (1980) ha comprobado que las
auxinas actian de modo diverso en e crecimiento por aargamiento celular como es
incrementando € contenido osmético de la célula y la permeabilidad del agua,
reduciendo la presion de la pared celular 0 aumentando la sintesis de ARN, proteinas
especificas (enzimas) y aln de la misma pared, o que provoca un aumento en la
plasticidad de la pared celular que trae como consecuencia su extension y con €lo un

crecimiento por alargamiento.

De acuerdo a la evaluacion de la sobrevivencia de las plantas, considerada por Pérez
(1998) como una de las variables mas importantes del proceso de micropropagacion, la
sobrevivencia estuvo influenciada por dos factores. 1. Crecimiento de las plantas en
medios de cultivo. 2. El tipo de corte practicado alos explantes. En las plantas formadas

en estas variantes descritas en la fase de enraizamiento se obtuvieron buenos resultados
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de sobrevivencia, gracias a que las concentraciones de AIA y sacarosa adicionadas
alcanzaron el balance adecuado para estimular €l crecimiento y asi brindar mayor
adaptabilidad a condiciones ambientales. El porcentaje de sobrevivencia fue mayor con
el empleo de explantes enteros, debido a que tienen mayores cantidades de tegjidos de
reserva (Figura 14). Los resultados sugieren que para obtener una alta sobrevivencia de
las plantas en la fase de aclimatacién para plantas enteras se pueden emplear las
combinaciones de 50 g/l de sacarosa con 0, 0.5y 1 mg/ de AlA y para plantas partidas
emplear las combinaciones de 0 mg/l de AIA con 40 g/1 de sacarosay 1 mg/l de AIA
con 30y 40 ¢/ | de sacarosa. Jménez (1995) considera que las plantas que crecen en
medios de cultivo con mayores concentraciones de sacarosa presentan mayor
sobrevivencia debido a una mayor adaptacion para soportar € estrés hidrico, motivado
por las condiciones de mayor presion osmotica donde se desarrollan, unidos a una mejor
congtitucién morfoldgica de las plantas (Figura 15).

|nPIantas enteras B Plantas partidas longitudinalmente

105 1

«,100- 96 o~ ?7 o
P = N| [
z 95 o2 \fl § 92 ”: \
¢ i N1 N 1 N
RN N N1 B N
g N 2 N N N RN
N w1 NN N No
NN NN NN
NN NN NN
MINZENZ N ENZ NN

AIA (mg/l) + sacarosa (g/l)
Figura 14. Influencia de las diferentes combinaciones de AlA y sacarosaen plantas enterasy

partidas sobre la variable porcentgie de sobrevivencia en la fase de
aclimatizacion.
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Figura 15. Izquierda: aclimatizacion de plantas enteras. Derecha:  aclimatizacion de plantas
partidas longitudinalmente.

Durante la aclimatizacion de las plantas se observo presencia de espinas en los bordes y
alos dos lados de la porcidn central de algunas hojas. La mayor presencia de espinas se
observo en los tratamientos provenientes de plantas partidas, obteniéndose |os mayores
promedios en los medios suplidos con 0.5 mg/l de AIA més 50 g/l de sacarosay con 1.0
mg/l de AIA mas 30 g/l de sacarosa. En los tratamientos con plantas enteras la mayor
presencia de espinas fue observada en el medio de cultivo con adicion de 0.5 mg/l de
AlA y 50 g/l de sacarosa (Figura 16). La presencia de espinas en plantas del cultivar
MD-2 se reporta como una caracteristica varietal, de manera tal que la presencia de
espinas en las plantas in vitro puede estar més relacionada a aspecto genético del
cultivar que a efecto de variacion somaclona producido durante € proceso de

produccion in vitro.

rnPIantas enteras B Plantas partidas longitudinalmente
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Figura 16. Influencia de las diferentes combinaciones de AIA y sacarosa en plantas enteras y

partidas sobre la variable porcentge de plantas con espinas en la fase de
aclimatizacion.
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V-

CONCLUSIONES

En la fase de establecimiento € tratamiento testigo, la combinacion de 1 mg/l
BAP con 0.1 mg/l AIA y de ANA y medio de cultivo que solo se le adicion6 0.1
mg/l de AIA, favorecieron a una mayor separacion y desarrollo de los
primordios de hojas. El color verde de los primordios de hojas de los explantes
se observd con mayor frecuencia en los medios de cultivo que se les adiciono
BAPy ANA.

En la fase de multiplicacion la proliferacion de brotes axilares fue mejor en los
medios de cultivo que se le adicionaron 2 6 3 mg/l BAP de consistencia liquida.
Los medios de cultivo que contenian Unicamente las sales MS y de consistencia

semisolida fueron superiores en nimero de hojasy raices.

En la formacién de brotes por efecto del volumen del frasco, consistencia del
medio de cultivo y por el nimero de explantes, fue superior en frascos de 220
ml con 8y 5 explantes en medio de consistencia semisolida para € primero y
liquida para el segundo La mayor longitud de planta se present6 al usar frascos
de 220 ml empleando 5 y 6 explantes en nedio de consistencia semisblida. El
nimero de hojas presentd sus mejores promedios en frascos de 430 ml, con 5
explantes y medio de consistencia semisolida; € nimero de raices resulto
superior estadisticamente a usar 6 explantes en frascos de 220 y 430 ml y medio

de consistencia semisolida

En la fase de enraizamiento los medios de cultivo que contenian combinaciones
de 1 mg/l de BAP con 40 g/l de sacarosa favorecieron €l incremento del nimero
de raices. En las variables nimero de brotes, hojas y longitud de planta no

presentaron diferencia significativa entre los tratamientos.

En la fase de aclimatizacion la sobrevivencia de las plantas fue superior en los
tratamientos de explantes enteros. La mayor presencia de espinas se observé en
las plantas partidas, obteniéndose los mayores promedios en los medios que

contenian 0.5 mg/l de AIA més 50 g/l de sacarosay con 1 mg/l de AIA mas 30
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o/l de sacarosa. No se presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos

en las variables nimero de hojas y longitud de planta.
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V- RECOMENDACIONES

En e establecimiento de brotes axilares de pifia para obtener un optimo desarrollo de

gpices utilizar & medio de cultivo MS suplido con 1mg/l BAP con 0.1 mg/l AlA y
ANA.

Para estimular una mayor brotacion axilar en la fase de multiplicacion, utilizar el medio
de cultivo MS suplido con 2 6 3 mg | de BAP. En & caso de que se emplee frascos de
220 ml inocular 5 explantes cuando €l medio sea dé consistencia liquida y 8 explantes
en medios de consistencia semisolida.

En lafase de multiplicacion y enraizamiento cortar longitudinalmente los explantes, esta
préctica permite una reduccién del costo de produccién y el precio de venta al

duplicarse la cantidad de las mismas.

En la fase de enraizamiento adicionar a medio de cultivo 1 mg/ | de AIAy 40 d | de
sacarosa 0 Unicamente 50 ¢/l de sacarosa efectuando cortes longitudinales a los

explantes.
Redlizar estudios de comportamiento de las plantas in vitro a condiciones de campo,

considerando su manejo agronémico, e conportamiento fisiologico y la estabilidad
genética.
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VII- ANEXQOS
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Anexo 1. Materiales, equiposy reactivos.

Materiales Equipos

Reactivos

Tubos de ensayo de 150 x Autoclave
25mm con tapones plasticos

Frascos erlenmeyer Agitador electromagnético
Alcohol Freezer (4 °C)
Escalpelos Balanza andlitica
Hipoclorito de sodio Horno

(NaClO)

Agua destilada Camara de flujo laminar
Marcadores pHmMetro

Papel auminio Mecheros

Pipetas

Pinzas

Placas petri

Sacarosa

Tijeras

Cuchillos

Detergente

Acido naftalenacético (ANA)

Acido clorhidrico (HCI)
Acido indolacético (AIA)
Macro y micronutrientes del
medio basico de cultivo

Murashige y Skoog (1962)
Agar

Bencilaminopurina (BAP)
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Anexo 2 Composicion del medio nutritivo MS (M urashige y Skoog, 1962).

M acr oelementos mg/l
NHsNO; 1,650.00
KNGO 1,900.00
CaCl,.2H,0 440.00
MgS0,.7H,0O 370.00
KH2PO, 170.00
Microelementos mg/l
MnSO,4.H,0O 22.30
ZnS04.7H,O 8.60
H3BO3 6.20
Kl 0.83
NaM00;,.2 H,O 0.25
CuS04.5H,0 0.02
CoCl, 6H,0O 0.02
Vitaminas mg/l
Tiamina HCI 0.10
Myo- inositol 100.00
AzUlcar o/l
Sacarosa 30.00
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Anexo 3. ANDEVA en lafase de multiplicacion
Fuente N° de brotes NC° deraices N° de hojas
Medio <.0001 <.0001 0.1715
Consistencia 0.1564 0.4803 0.0655
Corte 0.2142 <.0001 0.0210
Medio* Cons 0.0125 0.8608 0.0800
Medio* Corte 0.1194 <.0001 0.5392
Cons*Corte 0.0282 0.1495 0.3461
Medio* Cons* Corte 0.6374 0.0654 0.2036

Anexo 4 ANDEVA en lafase de enraizamiento
Fuente L ongitud de planta N°dehojas  N°debrotes
Medio 0.9428 0.0685 0.6313
Corte 0.2179 0.1527 0.1797
Medio * corte 0.9282 0.3373 0.7631

Anexo5 ANDEVA en lafase de aclimatizacién

Fuente Longitud de planta N° de hojas
Medio 0.0054 0.8259
Corte <.0001 0.9779
Medio * corte 0.5948 0.1986
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Anexo 6. Proceso de propagacion in vitro de pifia.

Seleccion de plantas madres Fase de establecimiento

Desinfeccion de los tejidos

Fase de aclimatizacion

Fase de enraizamiento Fase de multiplicaciéon

- A
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Anexo 7.Presupuesto para produccion de 5,000 plantas in vitro de pifia

Costo
Unitario$ Costo Total

Rubros Unidad Cantidad us $US
Insumos
Reactivos Diversos 800.00
Crigtaleria Diversa 600.00
Fertilizante/organico Saco 2 6.00 12.00
Semilla (hijos) Unidades 100 0.20 20.00
Combustibley lubricantes
Combustible G. Diesel 5 3.20 16.00
Lubricantes L 1 2.50 2.50
Materialesy herramientas
Papel Bond 40 Resma 1 5.00 5.00
Memoriade camara fotogréfica  Unidad 1 40.00 40.00
Baterias recargables (AA) Unidad 1 6.00 6.00
Tablas para toma de datos Unidad 3 1.50 4.50
Tintalmp. /Color cartucho 1 40.00 40.00
Tintalmp. /Negro cartucho 1 40.00 40.00
Materiales delaboratorio
Alcohol Litros 4 2.25 9.00
Cloro Litros 2 0.75 1.50
Algodon Libra 2 5.00 10.00
Azlcar Libras 4 0.28 112
Desinfectante Litro 2 1.50 3.00
Pinzas Unidad 2 18.50 37.00
Escalpelos Unidad 2 16.00 32.00
Cuchillas paraescalpelos (#11) Caa/100 uni. 1 50.00 50.00
Marcadores indelebles Unidad 5 1.75 8.75
Papel auminio Rollo 2 10.50 21.00
Cuchillos Unidad 2 3.00 6.00
Pléstico Rollo 2 18.00 36.00
Energia 500.00
Agua 60.00
Imprevistos (10 %) 236.03
Total 2596.40
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