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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo establecer un siste-
ma de propagacion clonal eficiente de tres variedades de pinia
(Ananas comosus L., Merr.) autoctonas del Amazonas venezo-
lano. Se cultivaron in vitro yemas apicales y laterales de las
variedades ERUWA CANA (EC), TABE CANA (TC) y GOBER-
NADORA (GOB). En la fase inicial, explantes (con yemas)
fueron descontaminados e inoculados en seis medios con di-
ferentes concentraciones de auxinas, citocininas y tiamina. Se
probaron dos valores de pH: 5,8 y 5,4. A las cuatro semanas
hubo brotacion de una yema axilar en TC (MI3), yema apical
en EC (MI4) y yema axilar en GOB (MI6). Los medios MII,
MI4 y MI6 contenian 5Smg-l! de tiamina, con pH 5,4. Las con-
centraciones endogenas de auxinas y citocininas difieren en

cada una de las tres variedades y no se observo un patron co-
mun en relacion a las proporciones de auxinas y citocininas
requeridas para la induccion de brotes. Solamente se observo
brotacion en medios con tiamina 5mg-l"’ y pH 5,4 independien-
temente de la concentracion de auxinas y citocininas presen-
te en los medios. La multiplicacion de los brotes en las tres
variedades se obtuvo en medios con iguales concentraciones
de auxinas y citocininas. La variedad TC presenté la mayor
cantidad de brotes por explante (9, 18). El sistema de inmer-
sion temporal ‘RITA’s’ incremento significativamente la tasa de
multiplicacion de los brotes. El enraizamiento de los vdstagos
se obtuvo in vitro en medios sin sustancias de crecimiento y el
traslado a tierra fue exitoso.

Introduccion

En Venezuela, la pifia (4na-
nas comosus L., Merr.) es uno
de los frutos autdctonos que
ha mantenido su aceptacion y
conservado su cultivo, compi-
tiendo con otras frutas exoti-
cas. En el pais, la pina es el
sexto rubro vegetal en impor-
tancia después del arroz,
maiz, cafia de azucar, platano
y banano. A nivel mundial,
Venezuela ocupa el puesto
nimero 12 entre los principa-
les paises productores con
363.075TM producidas en
2007 (FAO, 2009).

En la regién Amazoénica
venezolana, el cultivo de la
pifia es llevado a cabo, princi-
palmente, por aborigenes de
la etnia Piaroa, localizada en
Betania del Topocho, Munici-
pio Atures, Estado Amazonas.
Esta actividad econdmica for-

ma parte de su cultura ances-
tral.

El mecanismo reproductivo
de la especie Ananas comosus
(Bromeliaceae), es vegetativo
(partenocarpico) y la tasa de
crecimiento y multiplicacion
es lenta. El tiempo requerido
para la fructificacion, a partir
de la siembra de propagulos,
es cercano a un afo (Roostika
y Mariska, 2003). La propaga-
cion por el método convencio-
nal (vegetativo) de las plantas
de pifia produce un nimero
muy limitado de propagulos,
lo cual restringe la disponibi-
lidad de material vegetal para
la plantacioén a gran escala.
Ademas de la limitacion del
método convencional, los cul-
tivos son atacados por insec-
tos y hongos que producen
marchitamiento, fusariosis y
la pudriciéon de la base del
tallo, enfermedades que perju-

dican el cultivo afectando ne-
gativamente la produccion
comercial del fruto (Santos y
Matos, 1995; Coppens et al.,
1997; Rodriguez et al., 2002).

El cultivo in vitro es una
alternativa biotecnologica que
permite la propagacion masiva
de plantas de pifia libres de
enfermedades y en tiempos
relativamente cortos. El méto-
do de micropropagacion ha
sido utilizado por diferentes
autores, obteniéndose diversos
protocolos para el estableci-
miento de cultivo in vitro de
la pifia (Casale y De Garcia,
1987, Sripaoraya et al., 2003,
Mogollon et al., 2004; De
Garcia et al., 2008; Saucedo
et al., 2008). Ademas, permite
la obtencion de plantas de
novo mediante procesos orga-
nogénicos y embriogénesis
somatica (Sripaoraya et al.,
2003; Firoozabady y Gutter-

son, 2003; Roostika y Maris-
ka, 2003; Firoozabady y Moy,
2004; Amin et al., 2005).

En el presente trabajo se
tuvo como objetivo establecer
un protocolo eficiente de mul-
tiplicacion clonal masiva de
tres variedades de pifia autoc-
tonas del Amazonas venezola-
no, a partir del cultivo in vi-
tro de yemas axilares y/o api-
cales, aisladas de plantas pro-
venientes de esa region. El
material producido en esta
investigacion serd entregado a
la comunidad Piaroa para su
evaluacion en campo y poste-
rior industrializacion de los
frutos.

Materiales y Métodos
Material vegetal

El material vegetal utili-
zado en el establecimiento
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CLONAL MICROPROPAGATION OF THREE VARIETIES OF AMAZONIAN PINEAPPLE THROUGH CULTURE OF

AXILAR AND APICAL BUDS
Héctor A. Blanco F., Teresa E. Vargas and Eva de Garcia

SUMMARY

The objective of the present study was to establish an efficient
clonal propagation of three varieties of pineapple (Ananas co-
mosus L., Merr.) indigenous to the Venezuelan Amazon. Apical
and lateral buds of varieties: ERUWA CANA (EC), TABE CANA
(CT) and GOVERNOR (GOB), were grown in vitro. In the initial
phase, explants (with buds) were decontaminated and inoculated
on six different media with various combinations of auxins, cy-
tokinins and thiamine. Two pH values, 5.8 and 5.4, were test-
ed. After four weeks of culture, there was axillary bud sprout-
ing from TC (MI3), apical bud from EC (MI4), and axillary
bud from GOB (MI6). The media MII, MI4 and MI6 contained
Smgl'! thiamine and had pH 5.4. The endogenous concentrations

of auxins and cytokinins differed in each of the three varieties,
and there was no common pattern in relation to the proportions
of auxins and cytokinins required for induction of outbreaks.
There was sprouting only in media with thiamine 5mg-l"' and pH
5.4, regardless of the concentrations of auxins and cytokinins
present in the media. Shoot multiplication in the three varieties
was obtained in media containing equal concentrations of auxins
and cytokinins, the TC variety had the highest number of shoots
per explant (9, 18). The ‘RITA’ temporary immersion system in-
creased significantly the rate of shoot multiplication. Rooting
of shoots was obtained in media free of growth substances and
transfer to the ground was successful.

MICROPROPAGACAO CLONAL DE TRES VARIEDADES DE ABACAXI NATIVAS DA REGIAO AMAZONICA

MEDIANTE CULTIVO DE GEMAS AXILARES E APICAIS

Héctor A. Blanco F., Teresa E. Vargas e Eva de Garcia
RESUMO

O presente estudo teve como objetivo estabelecer um sistema
de propagagdo clonal eficiente de trés variedades de abacaxi
(Ananas comosus L., Merr.) autoctones do Amazonas venezue-
lano. Cultivaram-se in vitro gemas apicais e laterais das va-
riedades ERUWA CANA (EC), TABE CANA (TC) e GOVER-
NADORA (GOB). Na fase inicial, explantes (com gemas) foram
descontaminados e inoculados em seis meios com diferentes
concentragdes de auxinas, citocininas e tiamina. Provaram-se
dois valores de pH: 5,8 e 5,4. Apos quatro semanas houve bro-
tagdo de uma gema axilar em TC (MI3), gema apical em EC
(M14) e gema axilar em GOB (MI6). Os meios MII, M4 e MI6
continham 5Smg-l' de tiamina, com pH 5,4. As concentrag¢oes
endogenas de auxinas e citocininas diferem em cada uma das

trés variedades e ndo se observou um padrdo comum em re-
lagdo as propor¢oes de auxinas e citocininas requeridas para
a indugdo de brotos. Somente se observou brota¢do em meios
com tiamina 5mg-l"’ e pH 5,4 independentemente da concentra-
¢do de auxinas e citocininas presente nos meios. A multiplica-
¢do dos brotos nas trés variedades sfoi obtida em meios com
iguais concentragdes de auxinas e citocininas. A variedade TC
apresentou a maior quantidade de brotos por explante (9,18).
O sistema de imersdo temporal ‘RITA’s’ incrementou significa-
tivamente a taxa de multiplicagdo dos brotos. O enraizamento
dos vastagos se obteve in vitro em meios sem substancias de
crescimento e o translado a terra foi exitoso.

de la micropropagacion
(Figura 1) estaba consti-
tuido por coronas e hi-
juelos basales de infru-
tescencias de tres varie-
dades de pifia amazoni-
cas conocidas localmente
como ERUWA CANA
(EC), TABE CANA (TC)
y GOBERNADORA
(GOB), provenientes de
los sembradios de pifia
cultivados por los Piaroa
en Betania del Topocho,
estado Amazonas, Vene-
zuela. El material vegetal
fue facilitado por la Funda-

ERUWA CANA (EC) TABE CANA (TC)

sales pasados a tierra.

vegetal

Figura 1. Muestras de pifia traidas del Amazonas. En EC y TC se observan las co-
ronas ¢ hijuelos basales de la infrutescencia. En GOB se muestran varios hijos ba-

mente, los explantes se
sumergieron en desinfec-
tante-esterilizador GER-
DEX sin diluir por
20min. El componente
activo de GERDEX es el
bromuro de lauril-dime-
til-bencil-amonio 10%.
De seguidas se procedio
al aislamiento e inocula-
cion de las yemas axila-
res y apicales en los me-
dios de iniciacion, bajo
un ambiente estéril en la
camara de flujo laminar.

GOBERNADORA (GOB)

cién jabonosa por 20min.,

transferidos a una solucion Cultivo in vitro de yemas

cién para el Desarrollo de
las Ciencias Fisicas, Mate-
maticas y Naturales (FUDE-
CI).

Desinfeccion del material
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A las coronas ¢ hijuelos
basales se les elimina total-
mente las hojas para exponer
las yemas. Los tallos ‘desnu-
dos’ fueron lavados en solu-

diluida al 20% (v/v) de cloro
comercial por 10min., luego
lavados tres veces en agua
destilada estéril en la cama-
ra de flujo laminar. Final-

Fase de iniciacion (supresion
de latencia e induccion de
crecimiento). Las yemas aisla-
das fueron cultivadas en me-
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TABLA 1
MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS PARA LA SUPRESION
DE LATENCIA E INDUCCION DEL CRECIMIENTO EN YEMAS
AISLADAS DE LAS TRES VARIEDADES DE PINAS

MSO se evaluo el
numero y longitud
de las raices forma-
das por cada una de

las tres variedades

Medios BAP ANA AIB Tiamina pH Estado n .
(mg17h) (mg-1™") (mg1™") (mg1) fisico del  de pifia estudiadas.
medio Se aplico la prueba
. t-Student para la
ML 0.5 1,0 1,0 0.4 8 sélido comparacion por pa-
MI 2* 1,0 2,0 2,0 0.4 5.8 solido oo de  medias
MI 3=MM 1 1,0 0,5 0,5 5,0 54 liquido (P<0,05). Se aplico
MI 4** 1,0 2,0 2,0 5,0 5,4 solido AI\_IO,VA .de una via
MI 5*** 1,0 0,01 0,0 5,0 5,4 liquido Tuk
MI 6*** 1,0 0,01 0,0 50 54 solido ~ COM THEEY:
skskoksk r :
M2 20 >0 >4 liquido Resultados

* Modificado por Casale y De Garcia (1987), ** propuesto por Casale y De Garcia (1987),

*** propuesto por Mogollon et al. (2004), **** propuesto por Sripaoraya et al. (2003), MI

Fase de iniciacion

3= MMI: medio utilizado tanto para iniciacion como para multiplicacion de brotes.

Figura 2. Brotes obtenidos por la supresion de latencia en los explantes. a: brote de
TC en MI3, colocado sobre un puente de papel de filtro en contacto con medio
liquido dentro de un tubo de ensayo, b: vastago con raices de EC cultivado en medio

R /7

solido MI4, c: vastago de GOB en medio so6lido MI6.

dio con sales MS (Murashige
y Skoog, 1962) suplementado
con mioinositol 100mg-1?, sa-
carosa 30g-1!, tiamina-HCI y
diferentes concentraciones
(Tabla I) de los reguladores
de crecimiento bencil-amino-
purina (BAP), acido naftaleno
acético (ANA) y acido indol-
butirico (AIB). Los medios de
cultivo fueron esterilizados en
una autoclave bajo condicio-
nes estandar de presion y
temperatura (l,l1kg-cm? y
121°C) durante 20min. Des-
pués de inoculados en los me-
dios, los explantes fueron in-
cubados a 25°C bajo luz blan-
ca continua a 56umol'm?s,

Fase de multiplicacion y alar-
gamiento de los brotes. Los
brotes obtenidos en la fase de
iniciacién fueron cuidadosa-
mente separados y transferi-
dos a medios de multipli-
cacion (MM1 y MM2) y bajo
dos condiciones fisicas: a) en
constante agitacién a 137rpm,
y b) en recipiente de inmer-
sién temporal automatizada
(RITA). Este equipo fue regu-
lado para sumergir los brotes
en el medio liquido por un

periodo de 0,5h cada 12h. Las
concentraciones de tiamina-
HCI y de los reguladores de
crecimiento, asi como las con-
diciones fisicas y el pH de los
medios se presentan en la Ta-
bla 1.

Se evalu6 el nimero de
brotes y la longitud de
vastagos formados por
cada una de las variedades
estudiadas, en los diferen-
tes medios de crecimiento.
Se aplico la prueba t-Stu-
dent para la comparacion

En la etapa de
iniciacion del cultivo
se observo una alta
contaminaciéon de
los explantes por
hongos y bacterias,
en las muestras co-
lectadas en el Ama-
zonas. La var. EC
present6 el mayor
porcentaje de conta-
minacion y el menor
lo present6 la var.
GOB. El empleo de
GERDEX en la ultima fase
del protocolo de desinfeccion
resultd favorable por la dismi-
nucion de dicha contamina-
cion.

A las cuatro semanas de cul-
tivo se observd brotacion de una
yema axilar en la var. TC y de

una yema apical en EC en los
medios MI3 y MI4, respectiva-
mente. Los brotes tenian una
longitud de ~4mm, y después
de permanecer cuatro semanas
adicionales en sus respectivos
medios, hubo alargamiento de
las hojas en TC y alargamiento
del vastago (4cm) y formacion
de raices en EC (Figura 2). En
los medios MI1 y MI2 no tuvo
lugar la supresion de latencia
(Tabla II). Debido a la baja pro-
duccion de brotes de las vars.
EC y TC en la fase de inicia-
cion, se decidio trabajar con el
protocolo propuesto por Mogo-
116n et al. (2004) para la siem-
bra del explante inicial de la
variedad GOB. Se emplearon
los medios siguientes: MIS5
s6lido con 1mg-1' de BAP, y
MI6 liquido con la misma
concentracion de sustancias de
crecimiento, ambos con 4mg-l!
de tiamina y pH 5,4 (Tabla I).
Se evidencio la emergencia de
un brote adventicio en MI6 a
las cuatro semanas, y después
de ocho semanas de creci-
miento en el mismo medio, se
observo el vastago de 5,3cm.
(Figura 2). En el medio MI5
no ocurri6 supresion de la la-
tencia (Tabla II).

Fase de multiplicacion

El brote adventicio de TC,
obtenido en la fase de inicia-

TABLA 1II
MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS PARA
EL ESTABLECIMIENTO DE LA MULTIPLICACION
IN VITRO DE LOS BROTES DE PINA OBTENIDOS
EN LA FASE DE INICIACION

por pares de medias (P o Longuitud

<0,05). Se aplico ANOVA ) edios Variedades Agitacion de Numero de promedio

de una sola via con Tukey. medios brotes/explante de brotes
(cm)

Fase de enraizamiento. EC Constante (15) ** 7,13 £0,18 * 1,06 +0,17 °

Los vastagos adventicios RITA - -

de 2cm de longitud, rege- TC Constante (7) ** 9,18 £1,26 ®* 0,71 +0,09 *

nerados en medios de *MMI RITA (10) *#* 39,4

multiplicacién, fueron Constante (15) ** 6,83 +148 ¢ 0,84 £0,00 *

transferidos a medio MS GOB  piTA - -

solido sin reguladores de =

crecimiento (MSO0), para la  s\v2 EC IC{;)?Z‘I&I’HC 2 _0 _0

induccion de formacion de

raices. Todos los cultivos
fueron incubados bajo luz
blanca permanente a
56pumol-m™>s™! a 25°C.
Después de las ocho se-
manas de crecimiento en
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* MM: medios de multiplicacién, ** valores entre paréntesis indican el nimero
inicial de brotes cultivados en MM1 distribuidos en 4 fiolas, *** valor entre pa-
réntesis indica el nimero de brotes cultivados en MMI en el sistema RITA. Valo-
res con letras distintas dentro de una variable indican diferencias estadisticamente
significativas. Se aplico la prueba t-Student para la comparacion por pares de
medias (P<0,05). Se aplico ANOVA de una via con Tukey. La doble raya (--) sig-
nifica que no se utilizo la RITA.
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Figura 3. Vastagos de pifia formados a partir de brotes cultivados en
medios de multiplicaciéon durante ocho semanas. a: agitacion continua,
b: inmersién temporal en recipiente de inmersion temporal automatiza-

da (RITA).

TABLA III .
DATOS DE LA MULTIPLICACION CLONAL
DE LOS BROTES

Variedad Numero de raices Longitud de raices
promedio * promedio * (cm)
EC 2,2 40,5 a 1,47 £0,3 a
TC 2,1 04 a 22402 b
GOB 3,5+0,5b 22+02b

Valores con distinta letra dentro de una variable indican diferencias estadistica-
mente significativas. Se aplico la prueba t-Student para la comparacion por pares
de medias (P <0,05). Se aplico ANOVA de una via con Tukey. * n= 10.

cion, fue transferido al medio
MMI. El mismo formé ocho
brotes después de ocho sema-
nas en agitacion continua (Fi-
gura 3). . El brote adventicio
de EC, obtenido en la fase de
iniciacion, fue transferido al
medio MM2 y después de
ocho semanas y con agitacion
constante no hubo multiplica-
cion sino elongacion del vasta-
go de EC. Este vastago alarga-
do se dividi6 longitudinalmen-
te en dos y se coloc6 en MM1
y MM2. A las ocho semanas
hubo multiplicaciéon de EC
(cuatro brotes) en el medio
MM1 (Figura 3). Estas expe-
riencias demostraron que el
medio MM1 induce la multi-
plicacién clonal de las dos va-
riedades y el MM2, que care-
ce de auxina, no funciona
como inductor de la multipli-
cacion. Es necesaria la presen-
cia de citocininas y auxinas en
los medios de multiplicacion
para la proliferacion de brotes
de las pifias amazonicas.

El brote adventicio de
GOB, obtenido en la fase de
iniciacion, fue dividido longi-
tudinalmente en dos y luego,
ambas mitades transferidas
unicamente a MMI, con base
en los resultados obtenidos en
la multiplicacion de las varie-
dades TC y EC. En ocho se-
manas de cultivo se obtuvie-
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ron en total 17 brotes para las
dos secciones del brote inicial
(Figura 3).

Los primeros dos repiques
para las tres variedades de
pifla en MMI sirvieron para
aumentar el nimero de brotes
adventicios y en el tercer re-
pique en dicho medio, se to-
maron muestras (cuatro fiolas)
de cada variedad para la esti-
macion de numero de brotes
por explante y longitud de
brotes. La variedad TC mos-
tr6 un numero significativa-
mente mayor de brotes por
explante (9,18 £1,26) en me-
dio MMI1 con agitacién cons-
tante, en comparacion con las
otras dos variedades de pifas
amazonicas, cuyas diferencias
en el nimero de brotes por
explante no fueron estadistica-
mente significativas (Tabla 11
y Figura 5a). Las tres varieda-
des de pifias no mostraron
diferencias significativas en la
longitud promedio de los bro-
tes en medio MMI con agita-
cion constante (Tabla II y Fi-
gura 5b).

Adicionalmente se evaluo,
solamente en la variedad TC,
la eficiencia de la multiplica-
cioén de brotes mediante in-
mersion temporal y utilizando
el sistema RITA, el cual ha
sido reportado como muy efi-
ciente en la multiplicacion de

muchas especies de plantas de
variedades de pifia (Escalona
et al., 1999; Gonzalez-Olmedo
et al., 2005; De Garcia et al.,
2008). Se transfirieron 10 bro-
tes adventicios de TC al siste-
ma RITA con medio MMI.
Después de ocho semanas se
obtuvieron 39,4 brotes/explan-
te (Tabla II y Figura 3) que al
compararlo con el nimero de
brotes por explante obtenidos
en fiolas con agitacion cons-
tante (9,18 £1,26), se eviden-
cia que RITA es un sistema
eficaz para la multiplicacion
de brotes.

Fase de enraizamiento

Vastagos adventicios de
>2cm de largo, obtenidos por
multiplicacion, fueron reculti-
vados en medio MS soélido sin
reguladores de crecimiento
(MSO0). Entre las 8-10 sema-
nas de crecimiento en MSO
las vitro-plantas adquieren
mas vigor debido al desarrollo
de raices (Figura 4). GOB fue
la variedad de mayor vigor,
debido a que produjo mayor
numero de raices promedio
(3,5 +0,5) de mayor longitud
promedio (2,2cm +0,2cm; Ta-
bla IIT). Las variedades EC y
TC presentaron los menores
valores en el nimero de rai-
ces promedio (2,2 £0,5 y 2,1
+0,4 respectivamente) y no
mostraron diferencias estadis-
ticamente significativas entre
ellas, pero sus valores fueron
significativamente diferentes a
los observados en la var.
GOB (Figura 5c¢). EC alcanz6
la menor longitud de raices
promedio por vastago (1,47
+0,3cm), significativamente
menor a la de TC y GOB
(Tabla IIT y Figura 5d). En
general, las tres variedades de
pifilas amazonicas produjeron
raices adventicias en medio
MSO0, y las plantas se adapta-
ron facilmente al ser transfe-
ridas a tierra.

Discusion

En las tres variedades de
pifia estudiadas, la supresion
de la latencia de los explantes
ocurri6 a las cuatro semanas
de cultivo, tnicamente en los
medios de induccion que con-

tenian 5mg 1" tiamina-HCI,
auxina y citocinina a diferen-
tes concentraciones y con pH
ajustado a 5,4. Estos resulta-
dos coinciden con los de Ca-
sale y De Garcia (1987) traba-
jando con las variedades Es-
paiola Roja, Nacional y Bre-
cheche, los de Garita y Go-
mez (2000) con la var. Cham-
paka F-153, y los de De Gar-
cia et al. (2008) en Espafiola
Roja, quienes obtuvieron in-
duccion de brotes a partir de
yemas trabajando con esas
mismas condiciones. La gran
diferencia estuvo en los cortos
tiempos de respuesta de los
respectivos explantes.

Los explantes de las varie-
dades amazonenses cultivados
en medios de inducciéon con
0,4mg-1" de tiamina y pH 5,8
(MI1 y MI2) no respondieron
a la induccion, independiente-
mente de la concentracion de
auxina y citocinina utilizada.
La cantidad de auxina y cito-
cinina que requieren los ex-
plantes de las variedades en
estudio para alcanzar la rup-
tura de la latencia de las ye-
mas es variable. Los brotes
obtenidos a partir de yema
axilar de TC, yema apical de
EC y yema axilar de GOB se
formaron en MI3, M4 y MI6,
respectivamente. El1 medio
MI3 (liquido) contiene una
proporcion 1:1 citocinina:auxi-
na y el medio MI4 (sélido)
contiene una proporcion 1:4
de citocinina:auxina, y el me-
dio MI6 (sélido) contiene un a
proporciéon 100:1 citocini-
na:auxina. Esto indica que
ademas de la presencia de
Smgl"' de tiamina y pH 5,4 es
necesaria la presencia de au-
xina y citocinina en el medio
de cultivo, en concentraciones
dependientes de la concentra-
cion endogena de dichas sus-
tancias en el explante. Estos
resultados concuerdan con los
reportados por Casale y De
Garcia (1987), Garita y Go-
mez (2000), De Garcia et al.
(2008), Saucedo et al. (2008)
y Sepulveda et al. (2008),
quienes también lograron la
supresion de latencia de ye-
mas axilares de plantas adul-
tas de distintas variedades de
pina cultivadas in vitro, utili-
zando principalmente BAP y
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Figura 5. Evaluacion de creci-
miento. a: numero de brotes por
explantes en cada una de las va-
riedades estudiadas, b: longitud
de los brotes formados en cada
una de las variedades durante la
etapa de multiplicacion, c: niime-
ro de raices totales formadas por
cada variedad a las 10 semanas
de cultivo, d: longitud de las
raices formadas por cada varie-
dad a las 10 semanas de cultivo.
Valores marcados con diferente
letras son significativamente dife-
rentes (p<0,05; test de Student).

ANA como reguladores de
crecimiento.

En el caso del medio sélido
MI6 que contenia una propor-
cién 100:1 de citocinina:auxi-
na, éste fue utilizado por Mo-
gollon et al. (2004) para la
micropropagacion de 4. como-
sus ‘Queen Australia’, logran-
do tanto el establecimiento de
apices caulinares extraidos de
hijos basales como la multi-
plicacién clonal de véstagos
in Vitro, en el presente caso
solo se usé la fase en la fase
de iniciacién de la var. GOB,
y los resultados obtenidos
fueron similares a los obteni-
dos para las vars. TC y EC
cultivadas en medios con me-
nores concentraciones de
BAP, una sustancia que en
altas concentraciones puede

originar variaciones somaclo-
nales.

En relacion a la fase de
multiplicacién, el medio MM1,
con proporcion 1:1 citocini-
na:auxina, indujo la prolifera-
cion de vastagos adventicios
en las tres variedades de pifias
amazoénicas. Los brotes obteni-
dos en la fase de iniciacion
fueron multiplicados en dos
repiques sucesivos en MMI
con la finalidad de lograr un
namero significativo de brotes
que permitieran tener un nu-
mero de replicas suficientes
para la estimacion de la tasa
de multiplicacion de brotes y
la longitud de vastagos adven-
ticios. En el medio de multipli-
cacion MM2, sin auxina, no
se observo proliferacion de
vastagos, solo crecimiento de
los existentes. Estos resultados
indican que también en la fase
de multiplicacion de estas va-
riedades se requiere tanto de
citocininas como de auxinas;
por otra parte, los mismos
coinciden con los obtenidos
por De Wald et al. (1988),
quienes obtuvieron altas tasas
de proliferacion de vastagos
adventicios de Cayena lisa y
los cultivares Perolera y PR-I-
67, en medios con 8uM
(2mg1) BAP y 10,8uM
(2mg1") ANA (proporciones
iguales de BAP y ANA).

Algunos reportes sobre las
condiciones Optimas para la
multiplicacion de pifias in vi-
tro coinciden con los resulta-
dos del presente tra-
bajo, pero difieren
en la proporcion de
BAP y ANA utiliza-
das, en algunos ca-
sos por un amplio
margen, como son
los casos de Garita
y Goémez (2000)
quienes reportaron
el uso de 0,2mg-1"!
BAP y 0,8mg-1!
ANA para Cham-
paka F-53; de Rah-
man et al. (2001)
quienes reencontra-
ron maxima prolife-
racion de brotes a
partir de yemas axi-
lares de pifa utili-
zando 1,0mg1' BAP
y 0,lmg-1"' ANA;
Firoozabady y Gut-
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ERUWA CANA (EC)

terson, (2003) reportaron altas
tasas de multiplicacion de
vastagos de 4. comosus var.
Cayena Lisa en medios MS
liquidos con una combinacién
de 1,5mg1! BAP y 0,5mg-1"!
ANA; Mogollén et al. (2004)
lograron una alta tasa de mul-
tiplicacion clonal de vastagos
de 4. comosus ‘Queen Aus-
tralia’ utilizando 1,0mg-1"!
BAP y 0,0lmg1' ANA; Khan
et al., (2004) reportaron mul-
tiplicacion in vitro eficiente de
vastagos adventicios de pifia,
en medio MS con 0,5mg-1"!
BAP, y ANA 0,00lmg17;
Amin et al. (2005) también
establecieron un protocolo de
regeneracion rapida de vasta-
gos de pifia, cultivar Giant
Kew, reportando la combina-
cion BAP 1,0mg-1"' y ANA
0,Img-1! como el tratamiento
optimo para la multiplicacion
de los vastagos; y, finalmente,
Danso et al. (2008) ensayaron
distintas combinaciones de
BAP y ANA en medios tanto
solidos como liquidos para la
multiplicacién de A. comosus
var. MD2 y reportaron que la
combinacion 5,0mg1' BAP y
2,0mg1!' ANA, en medio li-
quido increment6 significati-
vamente la tasa de multiplica-
cion de brotes.

Varios autores han usado
auxinas diferentes al ANA para
la multiplicaciéon de brotes,
como Saucedo et al. (2008),
quien evaluo6 el efecto de dis-
tintas concentraciones de BAP

TABE CANA (TC)

en la multiplicacion de las va-
riedades de pifia Champaka y
Hawaiana, manteniendo cons-
tante la dosis de acido indol-
acético (AIA) en 2,0mgl!y
reportaron esa concentracion de
AIA y 3,5mg1! BAP como la
combinaciéon mas adecuada
para la proliferacion de brotes.
También se ha utilizado otras
citocininas en lugar de BAP
para la multiplicacion de los
brotes. Akbar et al., 2003 usa-
ron 1,5mg1"! cinetina (K) en
combinacién con ANA
0,5mg1"!, en medios MS solidos
y obtuvieron la formacion de
novo de vastagos adventicios de
A. comosus, cv Madhupur, via
organogénesis indirecta.

También se ha logrado la
multiplicacion de la pifia utili-
zando solamente BAP como
regulador de crecimiento. Sri-
paoraya et al., (2003) lograron
la multiplicacién de 4. como-
sus cv. Phuket, utilizando so-
lamente 2,0mg-1"' de BAP en
el medio. Estos resultados di-
fieren de lo observado en el
presente trabajo, en el cual no
se obtuvo multiplicaciéon de
brotes de la variedad ERUWA
CANA en medio MS liquido
con 2,0mg1" BAP y sin auxi-
nas (MM2).

Cabe también resaltar el
notable incremento en la
tasa de multiplicacion de la
variedad TC obtenido al
utilizar los equipos de in-
mersion temporal, en los
que la produccién incremen-

GOBERNADORA (GOB)

Figura 4. Vitro-plantas de pifas amazonenses en fase de enraizamiento.
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ta de 9,18 a 39,4 brotes por
explante (Tabla II). Estos
coinciden con los resultados
obtenidos por otros investi-
gadores, como Escalona et
al. (1999), quien trabajé con
A. comosus L. Merr) y ob-
servo que la inmersion tem-
poral incrementa la multi-
plicaciéon y el peso fresco y
seco de los brotes en 42
dias de cultivo; De Garcia
et al. (2008), quienes obtu-
vieron altas tasas de multi-
plicacion de brotes de Espa-
fiola  Roja  utilizando
2,0mg-1"" BAP y 2,0mg-1"!
ANA en un sistema de in-
mersion temporal.

Los vastagos de las tres
variedades amazodnicas obte-
nidos en la fase de multipli-
cacion, con una longitud mi-
nima de 2cm de longitud,
fueron enraizados en medios
MS sin hormonas (MSO0).
Otros trabajos publicados so-
bre enraizamiento de pifia
coinciden con los resultados
del presente trabajo al obte-
ner enraizamiento efectivo de
vastagos en ausencia de regu-
ladores de crecimiento. De
Garcia et al. (2008) obtuvie-
ron buenos resultados de en-
raizamiento de las vitroplan-
tas pertenecientes a la varie-
dad Espafiola Roja en MSO.
Igualmente, los vastagos de
A. comosus cv. Phuket, rege-
nerados tanto por embriogé-
nesis somatica como por or-
ganogénesis, enraizaron sin
problemas en MSO (Sripaora-
ya et al., 2003). Wakasa et
al. (1978) trabajando en el
cultivo in vitro de A. como-
sus cv. Cayena Lisa cepa
Mitsubishi, lograron el enrai-
zamiento de todas las vitro-
plantas regeneradas de distin-
tos tipos de explantes. Mogo-
116n et al. (2004) ensayando
con distintas concentraciones
de ANA en medios MS con-
sideraron que la adicion de
esta hormona no es necesaria
para la induccién rizogénica
de A. comosus cv. Queen
Australia, y por otra parte,
Casale y De Garcia, (1987)
obtuvieron formaciéon de rai-
ces en vitroplantas de pifia
pertenecientes a las varieda-
des Espafiola Roja, Brecheche
y Nacional en apenas tres
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dias sembradas en tierra. Sin
embargo, otros trabajos hacen
referencia al mejoramiento
del enraizamiento de vitro-
plantas de pifia utilizando
auxinas.

Saucedo et al. (2008) ob-
tuvieron porcentajes de en-
raizamiento significativamen-
te altos de vitroplantas de A.
comosus variedad Hawaiana
suplementando el medio MS
con ANA 50mg-1"'. Mogollén
et al. (2004) observaron que
ANA suplementado al medio
MS incrementa el enraiza-
miento de vitroplantas de
pina del cultivar Queen Aus-
tralia, obteniendo mayor nu-
mero de raices promedio a
una concentracion de 2mg-1!
de la hormona. Khan et al.
(2004) ensayaron distintas
concentraciones de ANA y
AIB en medios basales de
Murashige y Skoog (1962)
con la mitad de la fuerza
ionica (2MS) y observaron
que 1,0mg1! AIB fue el me-
jor tratamiento para la in-
duccion rizogénica. Akbar et
al. (2003) trabajando con A4.
comosus cv Madhupur en-
contraron que 2,0mg1' AIB
suplementado al medio 2MS
fue la condiciéon mas favora-
ble para la formacion de rai-
ces adventicias, sin observar
su formacion en medios sin
auxina.

En otros casos se ha re-
portado el uso de combina-
ciones de auxinas para el
enraizamiento de vitroplan-
tas de pifia Cayena Lisa re-
generadas tanto por embrio-
génesis somdatica como por
organogénesis, utilizando
medios 2MS suplementados
con 3uM (0,56mg1") ANA y
2,5uM (0,51mg1"") AIB (Fi-
roozabady y Moy, 2004).
Similarmente, en los vasta-
gos regenerados de A. como-
sus var. Giant Kew, hubo
mejoramiento del enraiza-
miento utilizando la combi-
nacion ANA-AIB, ambas a
0,2mg-1"!, en medios AMS
(Amin et al., 2005). Rahman
et al. (2001) igualmente uti-
lizaron la combinacion ANA
0,2mg'1'' y AIB 0,2mg-1!
pero en medio basal MS
para enraizamiento in vitro
de plantas de pifias. Tam-

bién, vastagos regenerados
de A. comosus variedad
MD2, fueron enraizadas exi-
tosamente en medios MS
suplementados con la combi-
nacion de ANA-AIB (ambas
a lmg-1!; Danso et al.,
2008).

Cabe destacar la autono-
mia, en relacion a los reque-
rimientos de auxina, que pre-
sentan los vastagos de las
tres variedades en estudio a
los fines de su enraizamiento
in vitro, lo cual representa
una ventaja econémica para
el sistema de propagacion
aqui presentado.

Conclusiones

La ruptura de la latencia
en las yemas presentes en los
explantes de las variedades
de pifias estudiadas constitu-
y6 un obstaculo para el esta-
blecimiento del cultivo; las
variedades estudiadas fueron
recalcitrantes a los medios
probados en la etapa inicial.
La supresion de la latencia se
obtuvo a las cuatro semanas
de cultivo en explantes de las
tres variedades creciendo en
medios de inducciéon que
contenian 5mg-1" tiamina-HCI
y con pH ajustado a 5,4, in-
dependientemente del balance
hormonal y estado fisico del
medio de cultivo.

Los resultados sugieren
que las concentraciones endo-
genas de auxinas y citocini-
nas son diferentes en cada
una de las tres variedades, y
en consecuencia no se obser-
va un patrén comun en rela-
cion a las proporciones de
auxinas y citocininas requeri-
das para la induccién de for-
macioén de brotes en los ex-
plantes de las variedades de
pina analizadas.

Se establecidé que para la
multiplicaciéon de los brotes
se requiere la presencia de
auxinas y citocininas en
proporciones equivalentes.
El sistema de inmersion
temporal es altamente reco-
mendable para incrementar
la tasa de multiplicacion de
los brotes.

Los vastagos resultantes
del proceso de multiplicacion
son independientes de la

presencia de auxina en el
medio para la formacion de
raices in vitro, en contraste
con los reportes de otros
autores para diversas varie-
dades de pifia.
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