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RESUMEN

En el presente estudio se necesitd establecer explantes de pifia (Ananas comosus
L.) del cultivar Cayena lisa, de los cuales se utilizaron yemas apicales y axilares
seleccionadas por su buen estado fisioldgico y morfolégico. Estas se
establecieron en condiciones in vitro utilizando el medio de cultivo béasico
Murashige & Skoog MS (1962), suplementado con 2 mg/l de 6-Bencil
aminopurina (6-BAP) y 0.02 mg/l de &cido naftalen acético (ANA) en
condiciones controladas de temperatura, humedad relativa e intensidad luminica.

Una vez que se logré micropropagar la cantidad de explantes necesarios para la
conservacion, se procedié a la aplicacion de los inhibidores del crecimiento
(manitol y sorbitol) en concentraciones de 10, 20 y 30 g/l y de la dilucién de las
sales MS al 25, 50 y 75%, interactuando con temperaturas de 24 °Cy 16 °C. A
los 120 dias de haber permanecido las yemas axilares en las diferentes variantes
de medios de cultivo sujetas a estudio, s¢ observé mayor deterioro fisiolégico y
mortologico de las plantulas en los tratamientos con 10, 20 y 30 g/l demanitol y

sorbitol. En las variables altura, niimero de hojas y color de las hojas se
experimentaron menores incrementos mensuales, sin embargo se registraron
mayores dafos, especialmente en las hojas, las cuales presentaron un mayor
porcentaje con color verde clordtico a temperaturas de 24 °C de 16 °C. La

sobrevivencia fue mayor a temperatura de 16 °C, por el contrario en las
diluciones de las sales MS el deterioro fisioldgico y morfolégico de lasplantulas

fue menor, observdndose mayor sobrevivencia, presentando mayores porcentajes
de coloracién verde oscuro y un pequefio porcentaje de plantulas atipicas a
temperaturas de 24 °C y 16 °C. También fue notoria la presencia deplantulas

atipicas en el manitol y sorbitol a temperatura de 24 °C. Unicamente en el
tratamiento a 30 g/l de sorbitol se observo el fenémeno de vitrificacién a
temperatura de 24 °C en un 15%. Las diluciones de las sales indujeron mejores
resultados en altura, niimero de hojas y color de las hojas en ambas temperaturas,
sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas se mantuvieron iguales a pesar de la
reduccién del crecimiento.

PALABRAS CLAVES: Anangs comosus L., Murashige & Skoog, 6-bencil
aminopurina, dcido naftalen acético, manitol, sorbitol, vitrificacién, atipicas.



I. INTRODUCCION

1.1 La pina ( Ananas comosus L.)

La pifia (Ananas comosus L.) es considerada originaria de América del Sur, y

mas precisamente de Brasil (Mederos, 1988).

A la llegada de los espafoles la pifia estaba ampliamente distribuida en la
América tropical, donde contribuia notablemente a la alimentacién de las
poblaciones indias autdctonas y era conocida como "ananas", que en el lenguaje
guarani significaba "fruta exquisita". Cuando Colén llegd a las Américas los
indigenas ofrecieron pifias como gesto de bienvenida y hospitalidad; esa rara
fruta recordd a los espaiioles la bellota de los pinos europeos (Pinusspp.) v,

como venian con el dnimo de bautizar todo lo que encontraban, la llamaron pina.

( Olaya, 1992).

La distribucion de la piia en ¢l mundo siguié a la apertura de grandes vias
maritimas por los portugueses y los espafoles en el transcurso del siglo XVI

(Mederos, 1988)

A finales del siglo XIX se inicié el enlatado comercial de la piiia, adquiriendo
pronto en el mercado mundial mayor volumen de venta que de fruta fresca. En
alguna época Hawaii produjo practicamente toda la pifia para el enlatado,

representando su produccién mas de la mitad de la produccién total del mundo;



Sin embargo, a principios de la década de 1960, su produccion habia caido a

menos de una cuarta parte (Samson, 1991).

El cultivar Cayena lisa es en la actualidad una de las variedades més importantes
por la calidad de su fruto, sin embargo presenta algunos inconvenientes en cuanto

a fragilidad en el transporte y marcada sensibilidad a ciertas enfermedades.

1.2 El cuitivo de la pina en Nicaragua

En Nicaragua el cultivo de la pifia es uno de los rubros en los cuales se puede
obtener divisas mediante la exportacién de fruta fresca, lo mismo para el

consumo de 1a poblacién en la cual goza de aceptacién.

En el afio 1996 segin el Anuario de Produccién de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO, 1997) la
produccién de pifia en Nicaragua se estimé en 4, 600 toneladas métricas. El
cultivo de la pifia se encuentra localizado mayormente en el municipio de
Ticuantepe departamento de Managua, y en pequefias 4reas distribuidas en

diferentes municipios de los departamentos de Masaya y Granada.

La pifia es una planta autoestéril, por lo cual su produccion de semillas es muy
limitada, lo que conlleva a la forma asexual para su propagacion, esta planta
produce varios tipos de véstagos o hijos, que son las distintas formas, por las

cuales se puede propagar ( Mederos, 1988).



La pina representa un potencial de exportacion para América Latina, pero este
cultivo enfrenta problemas de erosién genética en sus recursos nativos, claves
para la industrializacion, debido al abandono del cultivo de variedades nativas,

ademas de la sustitucion del azicar de la pifia por aziicar comercial.

La necesidad de preservar los recursos genéticos ha permitido laimplementacién
de diferentes métodos de conservacion de estos recursos vitales para la existencia

de la humanidad.

La conservacion de germoplasma in situ expone los materiales a pérdidas debido
a problemas biéticos y abi6ticos ademas del costo elevado de su mantenimiento

en caso de grandes colecciones en el campo (Roca et al., 1992).

En los ultimos afios la conservacién de los recursos naturales no ha recibido
atencion especial, por lo que la diversidad genética en especies vegetales estan
siendo destruidas por la presidn demografica, la deforestacién y por la
ampliacion de fronteras agricolas. Para salvar estos recursos hay que
conservarlos ya sea en semillas, en cuartos frios, para evitar la perdida su
viabilidad o en colecciones de plantas en el lugar que ocupan naturalmente in
situ. Estos problemas pueden ser reducidos o eliminados por medio de algunas
técnicas biotecnoldgicas. Los métodos de cultivo de tejidos ofrecen vias para la
conservacion de germoplasma de especies que son propagadas vegetativamente,
permitiendo mantener las colecciones en pequeiios espacios libres de plagas y

enfermedades, ademés de facilitar ¢l intercambio de germoplasma (Espinoza et

al., 1992).



Las técnicas para la conservacion de germoplasma estin basadas en la
disminucion de la actividad metabélica de las células, tejidos u Organos
vegetales, de tal manera que se reduce el crecimiento y se mantiene la posibilidad
regenerativa de las mismas, utilizando el método del minimo crecimiento (tasas
minimas de crecimiento) modificando la tasa de crecimiento del cultivo para
alargar los periodos entre transferencias y, por ende, disminuir los riesgos de

variacion genética o somaclonal.

Considerando que los recursos fitogenéticos constituyen un patrimonio de la
humanidad, cuya conservacién es un hecho de vital importancia, en el presente

estudio se pretende alcanzar el siguiente objetivo:

1. Estudiar el comportamiento de la tasa de crecimientoin vitro de plantulas de
pina, cultivar Cayena lisa, mediante la adicién de diferentes concentraciones
de manitol, sorbitol y diferentes diluciones de las sales de Murashige &

Skoog (1962) y la interaccién de estas variantes a temperatura de 24 °C y 16
°C.



II. MATERIALES Y METODOS
2.1 Localizacién del experimento

El experimento se realizé en ¢l laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del
Programa Recursos Genéticos Nicaragiienses (REGEN) de la Universidad
Nacional Agraria (UNA), km 12'2 carretera norte, en el Departamento de

Managua.

El periodo comprendido fue de septiembre de 1994 a enero de 1995 para el
experimento a temperatura de 24 °C, y de mayo a septiembre de 1996 para el

experimento a 16 °C.
2.2 Extraccion y establecimiento de los explantes

Se utilizaron yemas apicales y axilares del cultivar Cayena lisa seleccionadas por
su buen estado fisiolégico y morfoldgico con longitud aproximada entre 3 y 5
cm. Posteriormente se introdujeron en unbeaker de 600 ml que contenia 350 ml
de agua destilada a la que se adicionaron 10 gotas de jabdn liquido, luego se
expusieron durante una hora bajo el grifo de agua, para eliminar residuos de
polvo ¢ impurezas. Una vez trascurrido este periodo se procedié a la
desinfectacién de los tejidos para prevenir ataques de bacterias y hongos; se
realizG esta operacion en la campana de flujo laminar en una solucién de
hipoclorito de sodio al 3 % durante 2 minutos. Para eliminar luego los residuos

del hipoclorito de sodio se procedié a efectuar 3 pases sucesivos con agua



destilada estéril. Las yemas se secaron con papel filtro previamente esterilizado.
Posterior a la desinfectacion se inicid la inoculacién de los explantes realizando
la manipulacién sobre cajas petri con ayuda de pinzas y escalpelos. Se sembraron
70 yemas apicales de forma individual en tubos de ensayo que contenian 5 ml de
medio de cultivo Murashige & Skoog (1962) (MS) suplementado con 2 mg/l de
6-Bencil aminapurina y 0.02 mg/l de dcido naftalen acético (ANA). Los tejidos
se mantuvieron en un cuarto de crecimiento por 50 dias a temperatura de 24 °C,
humedad relativa del 72 % e intensidad luminica de 2, 000 lux con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad y permanecieron en el medio
de cultivo hasta que las plantulas obtuvieran una altura aproximada entre 3 y 5

cm.

2.3 Multiplicacion de los explantes

Para aumentar la cantidad de explantes necesarios para iniciar el estudio de
conservacién se procedié a micropropagar cada plantula desarroilada en la fase
de establecimiento para lo cual se procedié a recortar las hojas y raices,
separando de forma individual las diferentes yemas axilares y apicales para
sembrarlas en un medio de cultivo igual al empleado en la fase de
establecimiento, hasta obtener plantulas de 3 a 5 cm de altura después de 4

sémanas.

El medio de multiplicacion de los explantes que se utiliz6 fue el Murashige &
Skoog (1962) (MS) suplementado con 2 mg/litro de 6-bencil aminapurina {(ver
Tabla 1).



Tabla 1 - Composicién del medio de cultivo Murashige & Skoog (1962).

Solucion | Constituyente Cancentr_acién
1 NH,NO, 1650
2 KNO, 1900
3 MgSO, . 7TH,0 370
4 KH,PO, 170
5 H,BO, 6.2
6 MnSO, . H,0 223
7 ZnS0, . TH,0 8.6
8 NaMoO, . 2H,0 0.25
9 CuSO, . 5H,0 0.025
10 CoCl, . 6H,0 0.025
11 Ki 0.83
12 CaCl, . 2H,0 ‘ 440
13 Na EDTA 37.3
14 FeSO, . TH,O 27.8
15 Tiamina-HCI 20.48
16 Mioinositol 100

2.4 Medios de cuitive

Como medio de cultivo bésico se selecciond el propuesto por Murashige &

Skoog (1962). Las variantes realizadas al medio MS se presentan en la Tabla 2.



Tabla 2 - Variantes realizadas al medio Murashige & Skoog (MS)
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Las variantes de medios de cultivos se prepararon en frascos aforados diluyendo
todos los constituyentes en agua destilada y desionozada, posteriormente las
soluciones se homogenizaron en el agitador magnético; elpH se ajusté a 5.7 con
adicién de 0.5 ml de 4cido clorhidrico (HCl) o hidréxido de potasio (KOH);
como producto gelificante se empled agar a razén de 7 g/l de medio de cultivo,
después de aforar y disolver al agar mediante calentamiento se distribuyeron 5

ml de variante de medio por tubo de ensayo.

Los medios de cultivo se esterilizaron en el autoclave a 121 °C a una atmdsfera
de presion durante 20 minutos. En la cdmara de flujo laminar en condiciones de
asepsia se procedié a la extraccion de plantulas originadas en el proceso de

multiplicacion.



Los tubos de ensayo se colocaron en gradillas y se procedid a dividirlos en dos
grupos de acuerdo a la estructuracion de los experimentos previamente
establecidos, luego un grupo se trasladd a un cuarto de crecimiento con
temperatura de 24 °C y el otro a una camara de crecimiento con temperatura de
16 °C. Los factores de intensidad luminica, fotoperiodo y humedad relativa
fueron similares a los utilizados en las fases de establecimiento y de
multiplicacioén anteriormente descritas. Los explantes permanecieron en cuarto
de crecimiento durante 120 dias, periodo durante el cual se registraron todos los

parametros de crecimiento.

2.5 Evaluaciones cuantitativas en la fase de conservacion

Variables evaluadas

« Altura de pldntula (cm): con una regla milimétrica se midi6 la altura de cada

plantula, desde la base al Gitimo primordio apical.

. Nimero de hojas: se contaron todas aquellas hojas que se observaron

morfoldégicamente normales.

2.6 Evaluaciones cualitativas de las hojas

Color de las hojas: Se asignaron categorias de color para cada una de las

variables evaluadas.



- (A) Color verde oscuro: hojas que presentaron una coloracion verde limén sin

clorésis.

- (B) Color verde claro: hojas que presentaron coloracion verde mas clara con

respecto a la categoria anterior.

+ (C) Color verde clordtico: hojas que presentaron coloraciones verdes

acompafiadas de puntos blanquesinos y de bandas café rojizas.

2.7 Evaluacién de la sobrevivencia de los tejidos

En cada tratamiento se observé el nimero de plantulas vivas; se consideraron
tejidos vivos todos aquellos que se desarrollaron en buen estado fisiologico y
morfolégico que renufan las caracteristicas de una pldntula completa, también se
evaluaron las plantas atipicas caracterizadas por manifestar una coloracién verde

clara en las hojas y la brotacién de yemas adventicias.

2.8 Analisis estadistico

El experimento se estableci en un disefio completamente al azar (DCA). Se
utilizaron 7 repeticiones por cada tratamiento, las medias obtenidas en el anilisis
de varianza sirvieron para determinar los incrementos mensuales para las

variables altura, nimero de hojas mediante la formula reportada por Mora

10



(1987). Esta férmula se aplico a partir de los datos obtenidos en la primera

evaluacion. Las coloraciones de las hojas, formacion de callos ysobrevivencia de
los tejidos se presentan en porcentajes.
a) Formula para la variable altura de plantula

Im:(Pz"Po)/P

donde:

I, = incremento mensual

H

; = altura inicial

H

H

P
P, = altura final
P

= mes de evaluacion ( 2, 3 y 4)
b) Férmula para las variables niimero de hojas
I,=P,/P
donde:

In
P,

incremento mensual

]

il

nimero de hojas

P = mes de evaluacién ( 2,3y 4)

11



III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto del manitol sobre altura de plantulas, nimero y color de las hojas

a temperaturas de 24 °Cy 16 °C.

3.1.1 Evaluaciodn a las cuatro semanas de conservacion

A las cuatro semanas de inoculadas las yemas apicales a una temperatura de 24
°C, el tratamiento testigo presentdé mayor promedio en la variable altura de la
plantula (1.6 cm), superando a los tratamientos a los cuales se les adiciond
manitol en 10, 20 y 30 g/l, que resultaron con valores de 1.54, 1.08 y 1.17 cm
respectivamente. A temperatura de 16 °C, las plantulas registraron en el
tratamiento testigo mayor promedio, con 1.1 cm, superior a los tratamientos a los
cuales se les adiciond manitol, los que presentaron valores de 0.85, 1.03 y 0.99

cm, en 10, 20 y 30 g/l de manitol respectivamente.

El ndmero de hojas producidas a temperatura de 24 °C en los tratamientos testigo
y con 10 y 30 g/l de manitol, que presentaron respectivamente valores de 1.98,

2.43 y 2.15 hojas, superaron a las producidas con 20 g/l de manitol que resultaron
en 1.33.

El niimero de hojas producidas a temperatura 16 °C en los tratamientos testigo,
20 y 30 g/l de manitol, superaron a las producidas con 10 g/l de manitol. Los

valores reportados fueron de 2.34, 1.03, 2.40 y 1.22 hojas en los tratamientos
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testigo, 10, 20 y 30 g/l de manitol respectivamente. Los resultados de los

experimentos arriba descritos se resumen graficamente en la Figura 1.
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Figura 1 - Efecto de diferentes concentraciones de manitol en el incremento
mensual de altura (cm) y numero de hojas a las cuatro semanas de conservacion

a temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.

La formacion de raices fue minima y por tal razén este parametro no se sometié a

analisis estadistico.

Las plantulas atipicas, que se caracterizaron por manifestar una coloracion verde

clara en las hojas y la brotacién de yemas adventicias, no han sido consideradas
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en la evaluacion de las variables altura de las plantulas y nimero de hojas. No se
observo formacion de callos y no se evidencié la formacién de plantulas atipicas
a temperatura de 24 °C, pero si a temperatura de 16 °C, el crecimiento de

plantulas atipicas fue del 15% en el tratamiento testigo ( ver Tabla 3).

La formacion de plantulas atipicas puede derivar de diferentes causas; Allan
(1979), observo la formacion de yemas adventicias cuando subcultivé plantulas
de camote (Ipomoea batata 1.); Granada & Villalobos (1980), atribuyen la
formacion de brotes adventicios en fname (Dioscorea spp.) a su origen en tejidos
meristematicos y a la posterior diferenciacién de apices, o directamente a partir
de callos originados del explante; Pérez (1991) reporta que las yemas adventicias
s¢ forman en muchos cultivos a partir de una célula, que puede ser del Cambium
basal o de cicatrizacioén de callos que se forman cuando se cortan los tejidos in
vitro para la respectiva multiplicacion; también se forman yemas adventicias a

partir de las multiyemas.

El efecto fisiologico del manitol se manifesté en la coloracién de las hojas
presentando, a temperatura de 24 °C, un color verde oscuro en el 100% de los
casos en todos los tratamientos (10, 20 y 30 g/l de manitol y testigo). A
temperatura de 16 °C, se presentaron porcentajes diferentes de color verde
oscuro a medida de que se incrementd la concentracion de manitol, registrandose
valores de 28 y 57% en los tratamientos con 10 y 30 g/l de manitol, mientras que
no se presentd esta coloracion en los tratamientos testigo y 20 g/l de manitol. El
color verde claro se observd en porcentajes de 43, 28 v 43% en los tratamientos

testigo, 10 y 20 g/l de manitol respectivamente, y en el tratamiento con 30 g/l de
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manitol no se registrG esta coloracidon. El color verde clordtico en los
tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/1 de manitol se registr en porcentajes de 57,

44, 57 y 43% respectivamente.

Adn cuando se evidenciaron diferencias en el aspecto morfolégico y fisiolégico
por efecto del manitol, la sobrevivenciade los tejidos a temperatura de 24 °C fue
del 100% en todos los tratamientos, mientras que a temperatura de 16 °C, se
observé una disminucién en los tratamientos con 10 y 30 g/l de manitol,

registrandose porcentajes de 28 y 86% respectivamente.

Tabla 3 - Efecto del manitol sobre la formacién de plantulas atipicas,

sobrevivencia y color de las hojas a las cuatro semanas de conservacién a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C.

Maanitol [Plint. Atipicas| Vitrificacién | Sobrevivencia - Color de las Hojas
(&) (%) (%} (%) o (%) .
24°C}16°C}24°C|16°C|24°C}116°C 24°C -} 16 °C
RN - A | B CjA | B |C
0 0 15 0 0 100 100 |100| © 0 0 | 43 | 57
10 0 0 0 0 100 28 (100| O 0 | 28 | 28 | 44
20 0 0 0 0 100 160 [1060| O 0 0 | 43 | 57
30 0 0 0 0 100 86 |100| 0O 0 | 57 0 |43

A: Color verde oscuro  B: Color verde claro  C: Color verde clorético

3.1.2 Evaluacién a las ocho semanas de conservacion

A las ocho semanas de establecidos los explantes, a temperatura de 24 °C el

incremento mensual en altura de las plantulas fue superior en los tratamientos
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testigo y 20 g/l de manitol, con valores respectivos de 0.49 y 0.32 cm que en los
tratamientos con 10 y 30 g/1 los cuales presentaron valores de 0.14 y 0.05 cm.
A temperatura de 16 °C el incremento mensual en la altura de las plantulas fue
superior en los tratamientos con 20 y 30 g/l de manitol, los cuales dieron valores
de 0.04 y 0.065 cm, mientras que con 10 g/l y en el testigo se registraron valores

de 0.005 y 0.045 cm respectivamente.,

Los tratamientos con manitol que a las cuatro semanas presentaron formaciones
morfoldgicas atipicas, a las ocho semanas desarrollaron agrupaciones de yemas
adventicias con pequeiios esbozos foliares de coloracién verde clorética, pero no
aumentaron los porcentajes de plantulas atipicas con respecto a la evaluacién
anterior. Jarret & Gawel (1991), empleando cantidades de 18.2 g/l de manitol y
sorbitol observaron la formacion de hojas pequeiias, peciolos largos, desarrollo
de callos en la base y pigmentacion variada en comparacién con niveles mas
bajos de manitol y sorbitol después de 90 dias de inoculadas yemas axilares de
camote; similares efectos reporta Felderman, citado por Pérez et. al., (1984), en
cafia de azicar (Saccharum spp), atribuyendo dichas expresiones morfolégicas al

rejuvenecimiento y a la sanidad de las plantulas regeneradas in vitro.

El incremento mensual en la variable niimero de hojas a temperatura de 24 °C
fue el siguiente en los tratamientos con 10, 20 y 30 g/l de manitol resultaron
respectivamente valores de 2.85, 2.21 y 1.71, mientras que el tratamiento testigo
resultd con el valor mayor, de 3.15. A temperatura de 16 °C se obtuvieron

valores de 0.43, 3.00 y 0.57, en los tratamientos con 10, 20 y 30 g/l de manitol
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respectivamente, los cuales fueron superados ligeramente por el testigo que

resultd con 3.07.

B Alturs (cm)
8 No. hojas

Altura (cm)} y nimero de hojas

24°C 16°C

Niveles de manitol {g/1)

Figura 2 - Efecto de diferentes concentraciones de manitol en el incremento
mensual de altura {cm) y nimerc de hojas a las ocho semanas de conservacion a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.

La coloracién verde oscuro de las hojas a temperatura de 24 °C disminuy6 con
respecto a la evaluacion anterior; en el tratamiento con 10 g/ y en el testigo
presentd valores de 85 y 90% respectivamente, mientras que en los tratamientos
con 20 g/l y 30 g/l esta coloracién no se presentd. La coloracion verde claro
presenté porcentajes de 10, 10, 28 y 57% respectivamente, en los tratamientos

testigo, 10, 20 y 30 g/l de manitol. La coloracién verde clordtica aumentd en el
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tratamiento con 20 g/l de manitol alcanzando un 72%, mientras que en los
tratamientos testigo y 30 g/l de manitol se presentaron en porcentajes inferiores
de 5 y 43%; en el tratamiento con 10 g/l de manitol no se presenté esta

coloracion.

A temperatura de 16 °C la coloracién verde oscura en los tratamientos testigo y
10 g/1 de manitol se dio en el 28 y 15% de los casos respectivamente; no se
aprecié esta coloracién en los tratamientos con 20 y 30 g/l de manitol. La
coloracion verde claro alcanzé porcentajes de 43, 28, 43 y 57% correspondientes
a los tratamientos testigo 10, 20 y 30 g/1 de manitol. La coloracion verde
clordtica presenté valores superiores con respecto a la evaluacion anterior
presentando porcentajes de 29, 57, 57 y 43% en el testigo 10, 20 y 30 g/l de

manitol respectivamente ( ver Tabla 4).

Tabla 4 - Efecto del manitol en la formacién de plantulas atipicas, color de las
hojas, vitrificacién y sobrevivencia a las ocho semanas de conservaciOn a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C.

Manitol [Plént. Atipicas} Vitrificacién | Sobrevivencia . Color de las Hojas.
m | (8 | (%) (%) %)
i : 24 f’C 116°CJ24°C116°C} 24 °C . : 16°C.
LA | = A|B|CIlA B|C
0 15 0 0 0 100 100 | 85 | 10 5 28 .| 43, 29
10 0 0 0 0 100 28 90 10 O 15 | 28 | 57
20 28 0 0 0 57 86 0 28 | 72 0 43 | 57
30 0 0 0 0 100 86 0 57| 43 0.! 57 | 43
A: Color verde oscuro  B: Color verde claro  C: Color verde clorético
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El porcentaje de sobrevivencia a los 24 °C, con respecto a la evaluacién anterior,
en la cual se observé el 100% en todos los tratamientos, disminuyé solamente en
el tratamiento con 20 g/l de manitol, en el cual se registré un valor de 57%. En
los experimentos a 16 °C este parametro resultd con valores iguales a la

evaluacién anterior, con excepcion del tratamiento con 20 g/l de manitol el cual

bajo del 100 hasta 86%.

En la evaluacién a las ocho semanas de conservacion como también en la

anterior (cuatro semanas) no se observaron procesos de vitrificacion.

3.1.3 Ewvaluacidn a las doce semanas de conservacion

A las doce semanas de establecidas las plantulas a temperatura de 24 °C se
observé en la variable altura un mayor incremento por efecto del tratamiento con
20 g/l de manitol en 0.83 cm, disminuyendo en los tratamientos testigo, 10 y 30
g/l de manitol en 0. 23, 0.14 y 0.02 cm, respectivamente. A temperatura de 16
°C se observé mayor incremento en el tratamiento con 30 g/l de manitol con
0.043 cm, en los tratamientos testigo y con 20 g/l de manitol presentaron
valores respectivos muy aproximados de 0.023 y 0.026 cm, y en el tratamiento

con 10 g/l de manitol no se registré incremento.
Comparando estos incrementos con los que se obtuvieron a las ocho semanas se

demuestra que resultaron inferiores, lo que confirma lo antes sefialado, que sin la

adicion de sustancias reductoras de crecimiento las plantulas disminuyen el ritmo
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de crecimiento aunque sus principales 6rganos (hojas y raices) estén debidamente

desarrolladas.

El nimero de hojas a temperatura de 24 °C, en los tratamientos testigo, 10, 20 y
30 g/t de manitol, presenté un incremento mensual de 3.05, 2.14, 1.86 y 1.86
respectivamente. A temperatura de 16 °C el incremento mensual disminuyé en
los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/l de manitol hasta los valores de 1.77, 0.28,

1.90 y 0.71. Los resultados se observan en la Figura 3.

La reduccién de la tasa de incremento puede estar influenciada por el efecto
osmoregulador del medio de cultivo debido a la retencién de moléculas de
sacarosa, manitol y a la deshidratacion del medio de cultivo. Roca ef al., (1992),
afirman que la respuesta de los explantes cultivados in vitro pueden variar

notablemente con el estado de desarrollo y edad ontogénica de los mismos.
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Figura 3 - Efecto de diferentes concentraciones de manitol en el incremento
mensual de altura (cm) y ndmero de hojas a las doce semanas de conservacion a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.

En las hojas a temperatura 24 °C se redujo el color verde oscuro en el tratamiento
testigo en 57%, mientras que con 10, 20 y 30 g/l de manitol no registr6 esta
coloracion. El color verde claro en 10 g/l de manitol se disminuyd a 5% y en los
tratamientos testigo y en 20 g/l de manitol no hubo variacién permaneciendo con
igual porcentaje que en la evaluacion anterior de 10 y 28%, mientras que en 30
g/l de manitol no se registré esta coloracién. El color verde clorético se

manifesté con mayor porcentaje en los tratamientos 10, 20 y 30 g/1 de manitol
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con 95, 72 y 100%, respectivamente el tratamiento testigo se observé el 33% de

las plantulas evaluadas.

Roca et al., (1992) sehalan que el tipo de coloracién que presenta la plantula es
un indicador de cambios fisiolégicos que se producen por efecto principaimente

del manitol.

Aunque los porcentajes de sobrevivencia de las plantas disminuyé en el
tratamiento con 30 g/l de manitol hasta el 86%, se conservé el mismo porcentaje
en las demds variantes pero fue notorio la presencia de puntos blanquecinos tanto
en el haz como en ¢l envés de las hojas en porcentajes de 10 y 15% en los

tratamientos testigo y 30 g/l de manitol respectivamente.

Segin Phan & Letouze (1983), observaron en 15 especies un desorden en el
desarrollo con aspecto translicido, acuoso y quebradizo a estas manifestaciones
le asignaron el nombre de vitrificacién. Estudios microscdpicos han demostrado -
que tales plantas exhiben un proceso de desarrollo anormal particularmente una

deficiencia en la sintesis de lignina Waymouth (1973).

Vieth & Phan (1982), reportan en la mayoria de los casos de vitrificacion

presentan en el medio MS por su alta concentracién de nitrato de amonio.

En las variables fue evidente el efecto diferente que producen los tratamientos
testigo y los que contienen manitol, las yemas inician el proceso de

diferenciacién una vez que se inoculan en el medio de cultivo y mantienen un
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ritmo de crecimiento continuo hasta que disminuy6 paulatinamente después de
cuatro semanas, mientras que en los tratamientos que se les adicioné manitol, el
proceso de diferenciacién es lento debido a efecto osmético que produce el
manitol causando alteraciones fisiolégicas en los tejidos como es la formacion de
callo, lo que impide en gran medida la iniciacién de raices, limitindose de esta
manera la absorcién de agua y nutrientes del medio de cultivo necesarias para
mantener un crecimiento continuo. Jarret & Gawel (1991), reportan que el
manitol y el sorbitol reducen la altura de las plantulas, se produce una apertura de
las hojas y desarrolio del peciolo, acortamiento apical de lo cual resultan

numerosos tallos y producen un sobre efecto de plantulas mas compactas.

En las plantulas conservadas a temperatura de 16 °C se incrementd Gnicamente el
color verde oscuro de las hojas en el tratamiento testigo en un 45% y en 20 g/l de
manitol en 57%, disminuyendo en el tratamiento a 10 g/l de manitol en 10%,
no se registrd esta coloracién en el tratamiento a 30 g/l. El color verde claro

aumento en 62% en el tratamiento a 10 g/ de manitol y disminuydé en 15y 1% en
los tratamientos testigo y 20 g/l de manitol respectivamente; en el tratamiento a
30 g/1 de manitol se registré igual que en la evaluacién anterior. El color verde

clorético se manifesté con mayor porcentaje en el tratamiento testigo con 40%
disminuyendo en los tratamientos con 10 y 20 g/l de manitol hasta 28 y 42%; en
el tratamiento 30 g/l de manitol se conservé el 43% registrado a las ocho
semanas. El porcentaje de sobrevivencia no varié respecto a la evaluacién

efectuada a las ocho semanas.
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Tabla 5 - Efecto del manitol en la formacién de plantulas atipicas, color de las
hojas, vitrificacion y sobrevivencias a las doce semanas de conservacidon a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C.

s Vitrificacion

(%6} : 2L

&7
0 15 0 0 10 | 100 | 100 | 57 | 10 33 | 45 | 15 40
w0 | o | o | o 100 | 28 | 0| s 95}10 62 28
20 |42 o | o | o |57 |8 |02 72f57 1 4
30 0 0 0 15 86 86 | 0o | 0o 100} 0 57 43
A: Color verde oscuro B: Color verde claro C: Color verde clorético

3.1.4 Evaluacién a las dieciséis semanas de conservacién

Las diferencias en el incremento mensual de la altura de la plantula fue minima a
temperatura de 24 °C en los tratamientos testigo, 10 y 20 g/l de manitol con
valores de 0.22, 0.05 y 0.08 cm respectivamente, mientras que en el tratamiento

con 30 g/l de manitol el efecto reductor del incremento fue menor registrandose

0.03 cm.

En cambio a temperatura de 16 °C el incremento mensual en altura de las
plantulas fue minima entre los tratamientos testigo, 10 y 20 g/l de manitol con
valores de 0.08, 0.02 y 0.01 cm respectivamente y en 30 g/l de manitol no se

registrd incremento.
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A 24 °C el namero de hojas presentd incrementos de 2, 2.25, 1.61 y 1.39
correspondiente a los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/l de manitol. A
temperatura a 16 °C el incremento fue de 0.93, 0.21, 1.36 y 0.33 en los

tratamientos testigo 10, 20 y 30 g/l de manitol, respectivamente.

2.5

B Alturs (cm)
No. hojas

Altura (cm) y namero de hojas

24°C 1€°C

Niveles de manitol {g/1)

Figura 4 - Efecto de diferentes concentraciones de manitol en el incremento
mensual de altura (cm) y el nimero de hojas a las diesiseis semanas de

conservacion a temperaturas de 24 °Cy 16 °Cen la variedad Cayena lisa.

El color verde oscuro de las hojas a temperatura 24 °C disminuyé en el
tratamiento testigo a 28%, en los tratamientos a 10, 20 y 30 g/l de manitol no se
observé. la coloracion verde claro no se registré en los tratamientos con 10 y 20

g/l en relacién a la evaluacién a las doce semanas , mientras que el tratamiento
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testigo registrd igual porcentaje que a las doce semanas a 10%. El color verde
clorético expresion tipica del deterioro fisiologico que sufren los tejidos fue mas
evidente en los tratamientos con mayor concentracion de manitol, con
porcentajes de 62, 100, 100 y 100%, en los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/

de manitol.

A temperatura de 16 °C el color verde oscuro de las hojas en relacién a la
evaluacion a las doce semanas no se presentd en los tratamientos a 10, 20 y 30 g/l
de manitol. El tratamiento testigo registré el 43%. El color verde claro no se
observe en los tratamientos con 10, 20 y 30 g/t de manitol y el tratamiento testigo
registrd el 15%. En el color verde clorético se evidencié mas en los tratamientos
con mayor concentracion de manitol, con porcentajes de 42, 100, 100 y 100% en

los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/l de manitol respectivamente.

Tabla 6 - Efecto del manitol en la formacion de plantulas atipicas, color de las
hojas, vitrificacidn y sobrevivencia a las dieciséis semanas de conservacién a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C.

o 1. % 1.9 L 1 | -
10 0 ” O 0 0 160 28 0 0 B 100 0 0 IOO_
20 53 o | o | o | 57| 8 |olo 100]0 o100
30 15 {} O 0 57 86 0 ¢ 1001 0 ! O :100
A: Color verde oscuro  B: Color verde claro C: Coler verde clordtico
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A las 16 semanas de haber permanecido las yemas axilares en las diferentes
variantes de medios de cultivos sujetas a estudio, fue evidente el mayor deterioro
morfologico y fisiologico de las plantulas en los tratamientos con manitol en las
variables altura y nimero de hojas que experimentaron {0s menores incrementos
mensuales, también se observd que a mayor concentracién 20 g/l de manitol
aumentd el amarillento en tallos y hojas. La sobrevivenciaa 24 °C disminuy6 en
los tratamientos testigo y a 30 g/l hasta el 71 y 57%. A temperatura de 16 °C el

tratamiento testigo disminuyd a 86% en relacion a la evaluacién anterior

Hubo incremento en la formacidén de plantulas atipicas inicamente a temperatura
24 °C en los tratamientos testigo, 20 y 30 g/l de manitol hasta 15, 53 y 15%,
respectivamente. Henshaw (1982), reporta que una concentracién 0.2 mol de
manitol causaron limitaciones en el crecimiento de solanum spp. sin formacién
de plantulas anormales. Starinsky et al. (1985), observaron que la combinacién
de 4% de manitol con 0.5 y 3% de sacarosa y temperatura de 25 °C se provocd
estrés osmatico en solanum spp. y se redujo el crecimiento de las pldntulas. Para
Roca et al. (1979), la disminucién del crecimiento de las plantulas es debido a
que al aumentar el potencial osmético se reduce la absorcion de agua y nutrientes
por parte del explante, efectos similares son reportados por Jarret & Gawel
(1991), con el empleo de sorbitol y manitol a concentraciones de 18.2 g/l después
de 90 dias en camote. Roca (1984), con adiciones de manitol entre 5 y 25 g/l
encontrd que es efectivo para limitar el crecimiento en yuca, pero disminuye la
viabilidad de los tejidos a bajas temperaturas entre 10 °C y 18 °C. Westcott
(1981), determind que niveles mayores de 40 g/l de manitol causan efectos

toxicos en los explantes de papa suprimiendo el crecimiento de los tejidos.
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3.2 Efecto del sorbitol sobre altura de plantulas, mimero y color de las

hojas a temperaturas de 24 °C y 16 °C

3.2.1 Evaluacion a las cuatro semanas de conservacion

A las cuatro semanas de inoculadas las yemas axilares a temperatura de 24 °C el
tratamiento testigo presenté mayor promedio en la variable altura de la plantula,
con 1.6 cm, superando los tratamientos a los cuales se les adiciond sorbitol,
registrandose valores de 1.34, 0.98 y 1.4 cm para 10, 20 y 30 g/l de sorbitol
respectivamente. Andlogamente, a temperatura de 16 °C presenté mayor
promedio el tratamiento testigo con 1.1 cm, superando a los tratamientos a los
que se les adiciond con sorbitol, que registraron valores de 1.03, 1.07 y 0.93 cm

correspendientes a 10, 20 y 30 g/l de sorbitol.

El niimero de hojas a temperatura de 24 °C resulté como sigue: 2.15,1.91,1.44 y
2.08 respectivamente para los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/l de sorbitol. A
temperatura de 16 °C el nimero de hojas producidas en los tratamientos con 20
g/l de sorbitol y el testigo fue de 2.34 y 1.87 superando a las producidas en 10 y

30 g/l de sorbitol, que presentaron valores de 1.58 y 1.57 respectivamente.
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Figura 5 - Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en el incremento
mensual de altura (cm) y el niimero de hojas a las cuatro semanas de conservacion

a temperaturas de 24 °Cy 16 °Cen la variedad Cayena lisa.

A temperatura de 24 °C la coloracién verde oscuro se observé en porcentajes de
100, 100, 28 y 57% correspondiente a los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/l de
sorbitol. Con respecto al color verde claro los porcentajes fueron de 28 y 43% en
los tratamientos a 20 y 30 g/l de sorbitol, mientras que no se registré esta
coloracién en los tratamientos testigo y con 10 g/l de sorbitol. El color verde

clordtico Gnicamente se observé en un 44%, en el tratamiento a 20 g/l de sorbitol.
La sobrevivencia fue de un 86% en el tratamiento suplementado con 10 g/l de

sorbitol, y el 100% en todos los demas tratamientos.
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A temperatura de 16 °C la coloracion verde oscuro registré porcentajes de 85,
100 vy 42%, en los tratamientos a 10, 20 y 30 g/l de sorbitol mientras que el
tratamiento testigo no presentd esta coloracidn. El color verde claro se presento
en porcentajes de 42, 15 y 28% en los tratamientos testigo, 10 y 30 g/I de sorbitol
respectivamente, mientras que en el tratamiento a 20 g/l no se¢ observo esta
coloracion. El color verde clordtico Gnicamente se presentd en los tratamientos
testigo y a 30 g/l de sorbitol con 58 y 30% respectivamente. La sobrevivencia de

los tejidos fue del 100% en todos los tratamientos.

Se observo el crecimiento de plantas atipicas a temperatura de 24 °C dnicamente
en el tratamiento con 10 g/l de sorbitol en un 15%; a temperatura de 16 °C se

observé en un 15% para el tratamiento testigo.

Tabla 7 - Efecto del sorbitol en la formacion de plantulas atipicas, sobrevivencia
y color de las hojas a las cuatro semanas de conservacion a temperaturas de 24 °C

y 16 °C.

Sorbitol [Plint. Atipicas| Vitrificacidn | Sobrevivencia Color de las Hojas
g/ (%} : (%) {%) (%)
24°Cl116°C}24°C116°C}24°C}| 16 °C 24 °C 16 °C
_ _ A|lBJ]c]A B |C
0 | o | 15 0 0 | 100 | 100 {1001 0 | 0 | O , 42 | 58 |
[ 10 15 | o0 0 o | 86 | 100 [100 0 o0 [85|15]0
| 20 0 |l o | 100 | 100 | 28 128 44 {100 0 | 0 |
30 0 0 0 0 100 100 57 43 1 0 42 | 28 | 30
A: Color verde oscuro B: Color verde claro  C: Color verde clorético
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3.2.2 Evaluacion a las ocho semanas de conservacion.

A las ocho semanas de establecidos las plantulas, con temperatura de 24 °C, el
incremento mensual en la altura de las plantulas fue de 0.49, 0.1, 0.21 y 0.53 cm
respectivamente en los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/l de sorbitol. A
temperatura de 16 °C el incremento mensual en laaltura de las pléantulas fue de
0.045, 0.30, 0.22 y 0.03 cm correspondiente a los tratamientos testigo, 10, 20 y
30 g/1 de sorbitol.

Con respecto a la variable nimero de hojas, el incremento mensual a temperatura
de 24 °C fue superior en los tratamientos testigo, 20 y 30 g/l de sorbitol, con
valores de 3.15, 2.15 y 3.5 respectivamente, que en el tratamiento a 10 g/l en el
cual se registré un incremento de 1.57. A temperatura de 16 °C el incremento
mensual fue inferior en los tratamientos con sorbitol, que presentaron valores de
1.5, 1.71 y 1.3 para 10, 20 y 30 g/l de sorbitol respectivamente, mientras que el

tratamiento testigo presentd un aumento considerable con un valor de 3.07.
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Figura 6 - Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en el incremento
mensual de altura (cm) y el nimero de hojas a las ocho semanas de conservacion a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.

A temperatura de 24 °C la coloracién verde oscura disminuyd con respecto a la
evaluacion anterior en los tratamientos testigo y 10 g/l bajando hasta 85 y 15%
respectivamente. En los tratamientos con 20 y 30 g/l de sorbitol presentaron por
lo contrario valores anilogos a la evaluacion anterior. La coloracion verde clara

aumenté hasta 10% en el tratamiento testigo y hasta 43%, en 10 g/l de sorbitol y
disminuyo en los tratamientos a 20 y 30 g/l de sorbitol en 15 y 28%,
respectivamente. La coloracién verde clortica presenté un incremento de 5, 42,

57 y 15% correspondiente a los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/l de sorbitol.
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La sobrevivencia fue de 57 % para el tratamiento a 10 g/l y del 100% en los

tratamientos testigo, 20 y 30 g/1 de sorbitol.

A temperatura de 16 °C la coloracién verde oscura, Unicamente se incrementd
hasta 57 y 28% en 30 g/l de sorbitol y el testigo. La coloracién verde claro
aumentd hasta 57 y 43% en los tratamientos con 10 y 30 g/l de sorbitol
respectivamente, conserviandose iguales los demas tratamientos. La coloracién
verde clordtica se registr6 en el 30% del tratamiento testigo, y 15% del
tratamiento a 10 g/l de sorbitol; en los tratamientos a 20 y 30 g/l no se registré
esta coloracién. Aunque el porcentaje de sobrevivencia fue el 100% en todas las
variantes de medio de cultivo, se observé la formacién de puntos blanquecinos
(vitrificacion) con aspecto algodonoso en ¢l envés, peciolo y tallos de las
plantulas en porcentaje de 15% en el tratamiento a 20 g/l de sorbitol. Vieth et
al.,(1982) atribuyen que en la mayoria de los casos de vitrificacién se debe al alto

contenido de nitrato de amonio que posee el medio de cultivo Murashige &

Skoog (1962).

A temperatura 24 °C el porcentaje de plantulas atipicas aumentd con respecto a la
evaluacion anterior en el tratamiento testigo (hastal5%) y no varié en el
tratamiento con 10 g/l de sorbitol. En los demds tratamientos no se observaron
plantulas atipicas. A temperatura de 16 °C se observé formacién del 15% de

plantulas atipicas tnicamente en el tratamiento testigo.
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Tabla 8 - Efecto del sorbitol en la formacion de plantulas atipicas, color de las
hojas, vitrificaciones y sobrevivencias a las ocho semanas de conservacion a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C.

Sorbitol {Plant. Atipicas| Vitrificacién | Sobrevivencia Color de las Hojas
(g/1) (%) (%) (%) (%)
24°C116°C124°C|16°C}24°C}16°C 24 °C 16 °C
A B C A B C
0 15 15 0 0 100 100 85 | 10 5 28 | 42 | 30
10 15 0 0 0 57 100 15 | 43 | 42 | 28 | 57 | 15 |
20 0 0 o | 15 | w00 | 100 {28 1557 [100] 0
30 0 0 0 0 160 100 57 | 28 | 15| 57 | 43

A: Color verde oscuro  B: Color verde claro  C: Color verde clorético

3.2.3 FEvaluacion a las doce semanas de conservacion.

A las doce semanas a temperatura de 24 °C del establecimiento se observo que en
la variable altura de la plantula se presentaron valores aproximados entre si, el
mayor incremente de la altura fue por efecto de los tratamientos con 20 y 30 g/l
de sorbitol con valores respectivos de 0.54 y 0.40 cm, resultados inferiores a
éstos, se presentaron en el tratamiento testigo y en 10 g/l de sorbitol con
incrementos respectivos de 0.23 y 0.13 cm. A temperatura de 16 °C se observd
que la variable altura de la plintula presentdé un incremento inferior en los
tratamientos testigo 10 y 20 g/l de sorbitol con valores de 0.023, 0.173 y 0.113
cm respectivamente, Unicamente en el tratamiento con 30 g/l se presentd un
incremento superior de 0.09 ¢cm en relacién a la evaluacién anterior. Agentes

osméticos no metabolizables como el manitol y sorbitol posiblemente sean mas
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efectivos que la sacarosa en las limitaciones de crecimiento de los cultivos (Roca
et al., 1992). Mora (1987), seitala que altas tasas metabolicas no se pueden
mantener indefinidamente y eventualmente los procesos disminuyen, lo cual

conduce a una detencion del crecimiento.

El nimero de hojas a temperatura de 24 °C el incremento mensual fue superior
en el tratamiento testigo con 3.5 hojas , mientras que en los tratamientos a los que
se les adicionaron 10 y 20 g/i de sorbitol fueron de 1.62 y 2.48 respectivamente;
el tratamiento con 30 g/l fue inferior ¢l incremento con 2.81 comparado con la

evaluacion a las ocho semanas.

A temperatura de 16 °C el incremento en el nimero de hojas fue mayor en el
tratamiento testigo con 1.77 observandose en los demaés tratamientos un ligero
incremento con valores de 1.66, 1.71 y 1.66 cuando se adicionaron 10, 20 y 30

g/l de sorbitol respectivamente.
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Figura 7 - Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en el incremento
mensual de altura (cm) v el nimero de hojas a las doce semanas de conservacion a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.

A temperatura de 24 °C el color verde oscuro de las hojas presentd un
decremento en el tratamiento testigo con 57% en relacion a las ocho semanas de
evaluacién, mientras que se conservé igual coloracion fos tratamientos con 10, 20
y 30 g/l de sorbitol. El color verde claro decreci6 en los tratamientos 10 y 30 g/l
con 28 y 15% respectivamente. No se observé alteracidn en los tratamientos
testigo y 20 g/i de sorbitol. El color verde clorético se incrementé en porcentajes
de 33, 57, 57 y 28% correspondiente a los tratamientos testigo 10, 20 y 30 g/l de

sorbitol.
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Los porcentajes de sobrevivenciade las plantas se conservaron igual en relacion

a las ocho semanas de evaluacion y no se manifestd vitrificacion.

A temperatura de 16 °C en las hojas el color verde oscuro aument6 en el
tratamiento testigo hasta el 43%, mientras que en 30 g/l de sorbitol se redujo a
43%, en los tratamientos con 10 y 20 g/l no variaron los porcentajes. El color
verde claro disminuyé en 15% en el tratamiento testigo, en cambio el tratamiento
con 30 g/l aumenté en un 57%, no se registraron variaciones en los
tratamientos con 10 y 20 g/l de sorbitol. El color verde clordtico se manifestd
con mayor frecuencia en el tratamiento testigo con el 42%, no hubo variacion en
los tratamientos a los que se les adicionaron 10, 20 y 30 g/1 de sorbitol. Aunque
los porcentajes de sobrevivencia de las plantas alcanzé el 100%, fue notorio el
incremento de vitrificacion tanto en el haz como el envés de las hojas en
porcentajes de 10 y 15% correspondientes en los tratamientos testigo y 20 g/l de

sorbitol.

Tabla 9 - Efecto del sorbitol en la formacién de plantulas atipicas, color de las
hojas vitrificacién y sobrevivencia a las doce semanas de conservacién a

temperaturas de 24 °C y 16 °C.

Sorbitol |P1ént: Atipicas {Sobrevivencia Color de las Hojas .-~
@D | _ (%) B N ey
24°CJ16°C 24°C[16°C| _24°C__| 16°C
e _ o TAITBLECEA] BLC
0 15 15 0 10 100 100 537 {10 | 33| 43 1 15 | 42
10 28 0 0 0 57 100 15 | 28 | 57 | 28 | 57 | 15
20 0 0 0 i5 100 100 28 1 15 | 57 100, O
30 0 0 ¢ 0 100 100 57 [ 15| 28 | 43 | 37 ]

A: Color verde oscuro B Color verde claro - C: Color verde clorético
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3.2.4 Evaluacién a las dieciséis semanas de conservacion.

A temperatura de 24 °C el incremento mensual de la altura de la plintula
decrecid en los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/l de sorbitol en 0.22, 0.06,

0.027 y 0.27 cm respectivamente.

A temperatura de 16 °C el incremento mensual de la altura de la plantula fue
inferior en los tratamientos a 10 y 30 g/l de sorbitol con valores para ambos de
0.01 y 0.04 cm; en el tratamiento con 20 g/t de sorbitol no hubo incremento,

pero ¢l tratamiento testigo experimenté aumento en 0.08 cm.
El nimero de hojas a temperatura de 24 °C present6 incrementos inferiores en
relacién a la evaluacidn a las doce semanas reportindose valores de 2, 1.42, 1.82

y 2.28, correspondientes a los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/l de sorbitol.

A temperatura de 16 °C el nimero de hojas se increment6 en 0.93, 1.35 132 vy

1.32 en los tratamientos testigo, 10, 20 y 30 g/ de sorbitol respectivamente.

39



& Altura {cm)
No. hojas

Altura (cm) y nimero de hojas

24°C 16°C

Niveles de sorbitol (g/1)

Figura 8 - Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en el incremento
mensual de altura {cm) y el nimero de hojas a las diesiseis semanas de

conservacion a temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.

El color verde oscuro a temperatura de 24 °C disminuyé en el ndmero de
plantulas que los manifestaron en los tratamientos testigo, 20 y 30 g/l de sorbitol
en 28, 15 y 43%, Gnicamente en el tratamiento suplementado con 10 g/t no se
presenté variacién en esta coloracién. El color verde clarc  disminuyd
Unicamente en el tratamiento con 10 g/1 hasta el 15%, permaneciendo igual en
los tratamientos testigo, 20 y 30 g/l. El color verde clorético aumentd hasta el
62, 70, 70 y 42% correspondientes a los tratamientos testigo a 10, 20 y 30 g/l de

sorbitol.
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A temperatura 16 °C el color verde oscuro de las hojas disminuyd en los
tratamientos a 20 y 30 g/l de sorbitol en 72 'y 15%; en los tratamientos testigo y
con 10 g/ de sorbitol no se presentd variacion. El color verde claro se aument6
en los tratamientos suplementados con 20 y 30 g/l en 28 y 85% respectivamente;
en el tratamiento testigo y con 10 g/t de sorbitol no hubo alteracién en su
porcentaje ¢l color verde clordtico no presenté variacién en los tratamientos
testigo, 10, 20 y 30 g/1 conservando su coloracion en comparacion con la

evaluacion a las doce semanas.

Tabla 10 - Efecto del sorbitol en la formacién de plantulas atipicas, color de las
hojas vitrificacién y sobrevivencia a las dieciséis semanas de conservacién a

temperaturas de 24 °Cy 16 °C.

Sorbitol [Plint. Atipicas} Vitrificacién | Sobrevivencial - Color de las Hojas
&/ (%) (%) (%) Sy
24°C116°Cj24°Cl16°C24°C}16°C 24.°C - 16°C
R - jAlBlclialBlC
0 15 0 10 71 86 28 | 10 | 62 ] 43 | 15 | 42
10 28 0 0 43 100 | 15 | 15 | 70 § 28 | 57 | 15
20 0 0 28 42 100 | 15 | 15 | 70§ 72 | 28
30 0 0 15 0 15 100 | 43 | 15 1 42 § 15 | 85

A: Color verde oscuro B: Color verde claro  C: Color verde clorético

A las 16 semanas de haber permanecido las yemas axilares en las diferentes
variantes de medios de cultivo sujetas a estudio fue evidente el mayor deterioro

fisiolégico y morfologico de las plantulas en los tratamientos con 10, 20 y 30 g/1
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de sorbitol, en las variables altura, nimero de hojas y color de las hojas las que

experimentaron menores incrementos mensuales.

La sobrevivencia a temperatura de 24 °C disminuy6 notablemente en todos los
tratamientos en comparacion a las doce semanas; mientras que la vitrificacion se
incrementd en un 15% en el tratamiento con 30 g/l y a temperatura de 16 °C la
sobrevivencia disminuy6 hasta el 86% en el tratamiento testigo y la vitrificacion
se incrementd en un 28% en el tratamiento a 20 g/l en relacidn a la evaluacién a

las doce semanas.

A temperaturas de 24 °C y 16 °C no se registraron incrementos en la formacion

de plantulas atipicas.

3.3 Efecto de la dilucion de las sales Murashige & Skoog en el crecimiento

in vitro de pifia, variedad Cayena lisa a temperaturas de 24 °Cy 16 °C.

La nutricion del cultivo in vitro plantea problemas particulares, su débil
actividad clorofilica necesita aporte bajo en carbono, forma orgénica (sacarosa,
glucosa, etc.). Privados ademas en gran parte de los mecanismos reguladores que
se presentan en la planta entera, los tejidos aislados cultivadosin vitro son
especialmente sensibles a la accién de los iones minerales (Margara, 1988). La
relacion entre las concentraciones de carbohidratos y los componentes del medio
nutritive pueden tener efecto sobre las tasas de crecimiento y la morfogénesis en

los cultivos in vitro (Staritsky, 1980). El balance de nitrégeno y carbono en el
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medio de cultivo tiende a favorecer ¢l crecimiento de tallos y raices, lo cual
depende de que sea alto o bajo respectivamente. Con poca cantidad o la
eliminacién de ciertos nutrimientos organicos e inorganicos del medio de cultivo

se puede reducir el crecimiento de los cultivos (Roca et al., 1992).

3.3.1 Evaluacidn a las cuatro semanas de conservacion

A las cuatro semanas de conservados los tejidos a temperatura de 24 °C se
observd que en la dilucién al 75% de las sales MS, se produjo mayor efecto en la
reduccion de la tasa de crecimiento, reportindose un promedio de 1.30 cm; con
25 y 50% de las sales y en el tratamiento testigo, la altura fue notablemente

superior con promedios respectivos de 1.75, 1.57 y 1.6 cm.

De igual forma ocurri6 en los tejidos a temperatura 16 °C donde se observé que
en la dilucion al 75% de las sales MS se produjo mayor efecto en la reduccion de
la tasa de crecimiento con promedio de 0.96 cm y en los tratamientos al 25, 50%
de las sales y en el tratamiento testigo la altura fue superior con promedios

respectivos de 1.14,1.13 y 1.1 cm.

El nimero de hojas a temperatura de 24 °C fue mayor en el tratamiento a 50% de
las sales con incremento de 2.28, y en los tratamientos al 25 y 75% de las sales y
el testigo se obtuvo un promedio de 2.15 para cada uno de ellos; a temperatura
de 16 °C el incremento del nimero de hojas fue mayor en el tratamiento testigo
con un incremento de 2.34, en el tratamiento al 75% de las sales 2.19, al 25%

1.83 y al 50% 1.03.
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Figura 9 - Efecto de diferentes diluciones de las sales Murashige & Skoog en el
incremento mensual de altura (cm) y el nimero de hojas a las cuatro semanas de

conservacion a temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.

La coloracion de las hojas a temperatura de 24 °C se observé que el color verde
oscuro se manifestd en el 100% en los tratamientos testigo, 50 y 75% de las
sales; en el tratamiento al 25% de las sales fue de un 85%. El color verde claro se
observé en un 15% para el tratamiento a 25% de las sales en los tratamientos
testigo, S0 y 75% no evidencié esta coloracion. El color verde clorético no se

registré en ninguno de los tratamientos.
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A temperatura de 16 °C la coloracion verde oscura se registré en los tratamientos
a 25, 50 y 75% de las sales con promedios de 43, 85 y 15% respectivamente, en
el tratamiento testigo no se observé esta coloracion. El color verde claro se
presentd en porcentajes de 42, 28, 15, y 41% correspondientes a los tratamientos
testigo, 25, 50, y 75% de las sales. El color verde clorético en el tratamiento al
50% de las sales no se observd; pero en los tratamientos testigo, 25, y 75% de

las sales se registraron en un 58, 29, y 44% de las plantulas respectivamente.

En todos los tratamientos a temperatura de 24 °C y 16 °C la sobrevivenciade los
tejidos fue del 100%. También se pudo notar la presencia plantulas atipicas

inicamente a temperatura de 24 °C en el tratamiento al 75% de las sales.

Tabla 11 - Efecto de diferentes diluciones de las sales MS en la formacién de
plantulas atipicas, color de las hojas, vitrificaciéon y sobrevivencia a las cuatro

semanas de conservacion a temperaturas de 24 °C y 16 °C.

Sales MSIPHnt. Atipicas} Vitrificacién |Sobrevivencial -  Colorde las Hojas - -
@ f ) | o fote f ()
' 16°C124°C116°CL 24°C . E L
oo b b f AL BYCEALBLC
0 0 0 0 100 § 100 {100, 0 | & | 0 | 42 | 58
25 0 0 0 100 { 100 |85 15| 0 | 43 | 28 | 29
50 0 0 0 100 § 100 {100, 0 | 0 |85 |15} 0
75 15 0 0 0 100 | 100 J100} 0 | 0 | 15 | 41 | 44

A: Color verde oscuro B: Color verde claro  C: Color verde clordtico
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3.3.2 Evaluacion a las ocho semanas de conservacion.

A las ocho semanas a temperatura 24 °C en la variable altura de la plantula se
registrt6 promedios de incremento mensual de 0.15, 0.55, 0.64 y 0.49 cm
correspondientes a los tratamientos al 25, 50 y 75% de las sales y en el testigo,
estos resultados reflejan una reduccién en el ritmo de crecimiento respecto a los

registrados a las cuatro semanas de conservadas las plantulas.

A las ocho semanas a temperatura de 16 °C comparando la variable altura de
plantula con los resultados obtenidos a las cuatro semanas de conservadas;
observemos reduccién en el ritmo de crecimiento registrandose promedios de
incremento mensual de 0.015, 0.095, 0.55 y 0.045 cm en los tratamientos con

diluciones de 25, 50, 75% de las sales y el testigo respectivamente.

El incremento mensual en el nimero de hojas a temperatura 24 °C fue de 2.81,
3.5, 4.14 y 3.15 correspondiente a los tratamientos al 25, 50, 75% de las sales y
el testigo. A temperatura de 16 °C el incremento mensual en el nimero de hojas
fue de 1.28, 0.35, 2.64 y 3.07 correspondientes a los tratamientos a 25, 50, 75%

de la dilucién de las sales y el testigo.
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Figura 10 - Efecto de diferentes diluciones de las sales Murashige & Skoog en el
incremento mensual de altura (cm) y el nimero de hojas a las ocho semanas de

conservacion a temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.

El porcentaje de plantulas que presentaron color verde oscuro a temperatura de
24 °C disminuy6 ligeramente en los tratamientos al 25, 50% de las sales y el
testigo con porcentajes de 85, 90 y 85%. El color verde claro en el tratamiento al
75% de las sales no se observé esta coloracion y en los tratamientos al 50% de
las sales y el testigo aumentaron el 10% en relacion a la evaluacion anterior,
permaneciendo igual el tratamiento al 25% de las sales con 15%. El color verde

clorético presentd un ligero aumento en el tratamiento testigo con un porcentaje
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de un 5%, registrandose igual porcentajes en los tratamientos con 25, 50 y 75%

de las sales referente a la evaluacion anterior.

A temperatura de 16 °C el color verde oscuro en ¢l tratamiento al 75% de las
sales conservd su porcentaje al 15%, y aumento el 28% en el tratamiento testigo,
disminuyendo en los tratamientos al 25 y 50% de las sales en porcentajes de 28 y
75% respectivamente. El color verde claro en el tratamiento al 25% de las sales
aumentd a un 42% pero en los tratamientos al 50 y 75% de las sales y el testigo
se conservaron los porcentajes de 15, 41 y 43% respectivamente en relacion a la
evaluacion a las cuatro semanas. El color verde clordtico presenté en los
tratamientos de 25, 50 y 75% de las sales y el testigo porcentajes respectivos de

30, 10, 44 y 29%.

Tabla 12 - Efecto de diferentes diluciones de las sales MS en la formacion de
pldntulas atipicas, color de las hojas, vitrificacién y sobrevivencia a las ocho

semanas de conservacion a temperaturas de 24 °Cy 16 °C.

Sales MSiPlint. Atipicas| Vitrificacién | Sobrevivencia Color de las Hojas
(g/D) (%) (%) (%) (%)
24°C116°C}J24°C:16°C|24°C}16°C 24 °C i6 °C
A| B! Cl|A|B|C
0 0 0 0 0 100 100 85 ! 10 5 28 | 43 29
25 0 __0" 0 15 160 100 85 | 15 0 28 | 42 | 30
50 0 0 0 10 100 100 90 | 10 0 75 15 IL
75 0 0 0 0 104 100 1007 O 0 15 | 41 | 44
A: Color verde oscuro B: Colorverde claro  C: Color verde clorético
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3.3.3 Ewvaluacién a las doce semanas de conservacion

La altura de las plantulas a las doce semanas a temperatura de 24 °C, en el
tratamiento al 75% de la dilucién de sales presentd un incremento de 0.33 cm y
en los tratamientos al 25, 50% de las sales y el testigo el incremento fue inferior

con respecto al tratamiento antes mencionado presentdndose con valores de

0.17,0.14 y 0.23 cm.

A temperatura de 16 °C en los tratamientos a 25, 50, 75% de la dilucion de las
sales y el testigo presentaron incrementos mensuales en altura de 0.056, 0.016,

0.03 y 0.023 cm respectivamente.

El nimero de hojas a temperatura de 24 °C, el incremento mensual fue inferior
en todos los tratamientos en relacion a las ocho semanas de evaluacién con
valores de 2.29, 3.33, 3.62 y 3.05 correspondiente a los tratamientos al 25, 50,

75% de las sales y el testigo respectivamente.

El ndmero de hojas a temperatura de 16 °C el incremento mensual fue superior
en los tratamientos al 25 y 50% de las sales con 2.44 y 0.51 respectivamente,
disminuyendo el incremento en los tratamientos al 75% de las sales y el testigo

de 1.29 y 1.77 respectivamente.
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Figura 11 - Efecto de diferentes diluciones de las sales Murashige & Skoog en el
incremento mensual de altura (cm) y el nimero de hojas a las doce semanas de

conservacion a temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.

A temperatura de 24 °C el porcentaje de plantulas que presentaron color verde

oscuro en los tratamientos al 25 y 50% de las sales no varié en relacion a las
ocho semanas de evaluacion, pero en los tratamientos al 75% de las sales y el
testigo disminuyeron los porcentajes hasta el 70 y 57% respectivamente. El color
verde claro aument6 en el tratamiento al 75% de las sales en un 15%, en los
tratamientos al 25 y 50% de las sales y el testigo conservaron sus porcentajes en
relacién a la evaluacidn anterior. El tratamiento al 75% de las sales y el testigo

aumentaron los porcentajes de plantulas que presentaron el color verde clordtico
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en 15 y 33%; en los tratamientos al 25 y 50% de las sales no se observaron
variaciones en los resultados. El comportamiento de las plantulas en los
diferentes tratamientos no sufrieron alteracion en cuanto a la sobrevivencia
respecto a la evaluacién a las ocho semanas. La presencia de vitrificacion se

observd en un 5% en el tratamiento testigo.

El color verde oscuro a temperatura de 16 °C  aumenté en los tratamientos a
75% de las sales y el testigo en un 43% y en los tratamientos al 25 y 50% de las
sales se presenté una disminucién en esta coloracién de 15 y 28%
respectivamente. El color verde claro de las hojas en los tratamientos a 25% de
las sales y el testigo disminuyeron los porcentajes en relacion a la evaluacion
anterior en 28 y 15%; en el tratamiento al 50% de las sales no se registro esta
coloracion, unicamente en el tratamiento al 75% de la dilucién de las sales
aumentd el porcentaje de plantulas a 42%. En el tratamiento al 75% de la
dilucién de las sales disminuyé el porcentaje de plantulas que presentaron el
color verde clordtico en un 15%, pero se incrementd en 57, 72 y 42%
correspondientes a los tratamientos al 25, 50% de la dilucién de las sales y el
testigo respectivamente. La sobrevivencia de las plantulas en el tratamiento al
50% de las sales disminuy6 en un 86%, en los tratamientos al 25, 75%, y el
testigo no sufrieron alteraciones con respecto a la evaluacién a las ocho
semanas. La vitrificacién se presenté en las plantulas en porcentajes de 10y
15% correspondientes a los tratamientos al 75% de la dilucién de las sales y el

testigo.
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Tabla 13 - Efecto de diferentes diluciones de las sales MS en la formacion de
plantulas atipicas, color de las hojas, vitrificacién y sobrevivencia a las doce

semanas de conservacion a temperaturas de 24 °C y 16 °C.

Sales M SiPlant. Atipicas} Vitrificacion j Sobrevivencia Color de las Hojas
(gM) (%) (%) (%) (%)
24°Cl16°C24°Ci16°C{24°Cll6°C 24 °C 16 °C

AIB|C}J]A | BI!IC

0 15 0 5 10 100 100 | 57 1 10 | 33 ] 43 | 15 | 42

25 0 0 100 100 | 85 15| 0 {15 | 28 | 57

50 0 0 100 86 90 10| 0 } 28| O | 72

75 15 0 0 15 100 100 | 70 15| 15| 43 | 42 | 15

A: Color verde oscuro B: Color verde claro  C: Color verde clorético

3.3.4 Evaluacién a las dieciséis semanas de conservacién

A las 16 semanas a temperatura de 24 °C las plintulas experimentaron niveles
mas bajos de incremento en la variable altura de la plintula en los tratamientos
al 25 y 50% de la dilucién de las sales, con valores respectivos de 0.11 y 0.08
cm; en el tratamiento testigo el incremento registrado fue casi igual al observado
a las doce semanas con 0.22 cm y en el tratamiento al 75% su incremento fue
menor con un valor de 0.13 cm. A temperatura 16 °C el incremento de la
variable altura de la plantula en los tratamientos al 25, 50% vy el testigo fue
mayor con respecto a las doce semanas con un incremento respectivo de 0.06,
0.075 y 0.08 cm y en el tratamiento con 75% de dilucién de las sales disminuyé

con un valor de 0.005 cm.
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A temperatura de 24 °C el nimero de hojas en los tratamientos fue inferior al
registrado a las doce semanas, en los tratamientos testigo, 25, 50 y 75% de las
sales les correspondieron incrementos de 2, 2.11, 2.53 y 3.03. A temperatura de
16 °C el incremento mensual en el nimero de hojas de los tratamientos fue
inferior al registrado a las doce semanas, con 0.93, 1.03 y 1.03 correspondiente a
los tratamientos testigo, 25 y 75% de la dilucidn de las sales; en el tratamiento al
50% de las sales el incremento fue ligeramente superior en comparacion con la

evaluacién a las doce semanas con un valor de 0.6.

BB Altura {em)
Na. hojas

Altura {¢cm) ¥y namero de hojas

Diluci6n de sales {%)
Murashige & Skoog

Figura 12 - Efecto de diferentes diluciones de las sales Murashige & Skoog en el
incremento mensual de altura (cm) y el nimero de hojas a las diesiseis semanas de

conservacion a temperaturas de 24 °Cy 16 °C en la variedad Cayena lisa.
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A temperatura de 24 °C el color verde oscuro de las hojas disminuyé hasta el 28
y 71% en los tratamientos testigo y al 50% de las sales respectivamente. Mientras
en los tratamientos al 25 y 75% de la dilucidn de las sales les correspondieron
porcentajes de 85 y un 70%. El porcentaje de pldntulas que manifestaron el color
verde claro, disminuyd hasta el 1% en el tratamiento al 75% de 1a dilucién de las
sales, pero se conservé el porcentaje de 10, 15 y 10% en los tratamientos testigo,
25 vy 50% de la dilucion de las sales respectivamente. Elcolor verde clorético
sufrié un aumento en los tratamientos al 50, 75% de la dilucién de las sales y el
testigo con porcentajes respectivos de 19, 29 y 62%, en el tratamiento al 25% de

la dilucidn de las sales no se registré coloracion.

En el tratamiento testigo la sobrevivencia de las pldntulas fue del 71% y en los

tratamientos al 25, 50 y 75% de las sales fue del 100%.

A temperatura de 16 °C el color verde oscuro de las hojas se manifesté en los
tratamientos testigo y al 50% de la dilucidn de las sales, igual porcentaje en
relacion a las doce semanas de evaluacion; en el tratamiento al 75% de la
dilucién de las sales no se registr$ esta coloracién, Gnicamente el tratamiento al
25% de la dilucién de las sales presentd un aumento en 28%. El porcentaje de
plantulas que manifestaron el color verde claro fue de 15% para el tratamiento
testigo, en los demds tratamientos no se observd este color. El color verde
clorético experimentd un aumento en todos los tratamientos en porcentajes de 72,
72, 100 y 42% correspondientes a los tratamientos al 25, 50, 75% de la dilucion
de las sales y el testigo; la sobrevivencia de las plantulas se increment6 en todos

los tratamientos en comparacién a la evaluacién a las doce semanas en
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porcentajes de 86, 71, 43 y 86% correspondientes a los tratamientos testigo, 25,

50y 75%. La presencia de vitrificacion no se evidencio en los tratamientos.

Tabla 14 - Efecto de las diferentes diluciones de las sales MS en la formacién de
plantulas atipicas, color de las hojas, vitrificacion y sobrevivencia a las dieciséis

semanas de conservacion a temperaturas 24 °Cy 16 °C.

0 1.9 86 |28 10 62143 15
25 0 0o | o 0 100 71 |8 15 0 |28 o0 |72
BN | 0 | 0 | 100} 43 |71 10 19|28 0 |72
75 0 | 15 ] o 0 [ 100} 8 |70 129} 0 | 0 100

A: Color verde oscuro B: Color verde claro C: Color verde clordtico

A las 16 semanas de haber permanecido sujetas a estudio, las pléntulas
presentaron menor deterioro morfolégico y fisioldgico comparado con los
medios de cultive que se les adiciond manitol y sorbitol en ambos medios se
observ6 una mayor sobrevivencia a temperatura de 24 °C, ademas fue evidente
un mayor dafio en las hojas presentando color verde clordtico a temperatura de
16 °C. También se observé en el manitol y sorbitol la formacién de plantulas
atipicas a 24 °C, y en menor incremento en la dilucidén de las sales a temperatura

de 16 °C. La vitrificacion se observé tinicamente en el sorbitol.
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IV. CONCLUSIONES

» El método del cultivo de tejidos puede ser utilizado para la reproduccién y

conservacion de plantulas de pina.

e Las pldntulas, en condiciones adecuadas de medio de cultivo y de

temperatura, conservan sus caracteristicas genéticas.

¢ Fl uso de inhibidores de crecimiento no parece favorecer el proceso de

conservacion in vitro de plantulas de pifia.

* Un medio de cultivo constituido esencialmente por sales MS en concentracion
del 50% y una temperatura de conservacién de 24 °C, han proporcionado
resultados satisfactorios, que abren la posibilidad de una aplicacién practica

del método al sector agro-industrial.
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V. RECOMENDACIONES

* Efectuar experimentos con periodos de conservacion mayores a las dieciséis
semanas, para estudiar el limite temporal de aplicacion del método, ya que

esto es muy importante a los fines de su aplicacién practica.

* Investigar la estabilidad genética y los posibles problemas en la sucesiva fase

de transplante en el campo.

* Repetir el experimento con diferentes variedades de pifa.
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