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Micropropagacion clonal y enraizamiento ex vitro de
tres cultivares de pifia Ananas comosus (L. Merr.) del Chocd, Colombia

Clonal micropropagation and ex vitro rooting of of three cultivates of
pineapple Ananas comosus (L. Merr.) from Chocd, Colombia

Miguel A. Medina Rivas*, Hilda Rocio Mosquera*, Cindy L. Aguilar Medina*

Resumen

Objetivos: Propagar masivamente tres cultivares de pifia del departamento del Chocd, Colombia,
Ananas comosus (L. Merr.). Metodologia: Se multiplicaron in vitro brotes provenientes de apices
caulinares extraidos de hijos basales y de corona y se cultivaron en un medio de iniciacion semisoélido
de Murashige y Skoog (MS,1962), que contenia: 4 mg. I-1 tiamina-HCI, 0,5 mg/l de ANA, 0,5 mg/l de IBA
y 0,5 mg/l de 6-BAP y pH ajustado a 5,8; 10 g/l de carbén activado y posteriormente en un medio de
multiplicacién con cuatro tratamientos hormonales; (1) 0,3 mg/l de acido naftalenoacético (ANA)+1,0
mg/l de bencilaminopurina (6-BAP), (2) 0,5 mg/l de ANA+1,5 mg/l de BAP, (3) 1,0 mg/l de ANA+3,0 mg/
| de 6-BAP, (4) 1,0 mg/l de ANA+3,0 mg/l de 6-BAP+2 mg/l de acido giberélico (AG3). El enraizamiento
se realizd ex vitro se plantaron en materas en un medio preparado con tierra de hormiga, arena fina
y musgo en proporciones iguales (1:1:1), desinfestadas con formaldehido un mes antes del iniciado
el proceso. Resultados: A los 90 dias, el nUmero de brotes y tamafio de los brote por explantes fue:
cultivar 1 C1 (78,4105) brotes y longitud del brote (2,5+0,03 cm); cultivar 2 C2: (85,7+0,5) brotes y
longitud del brote (2,1+0,11 cm), Cultivar3 C3 (92,8+0,1) brotes y longitud del brote (1,6+0,07 cm). La
mejor combinacion de los reguladores de crecimiento fue de 1 mg/l de ANA'y 3 mg/l de 6-BAP, lo cual
indica que es necesaria la presencia de auxina y citoquinia para la brotacién. El enraizamiento fue ex
vitro y a los 90 dias las plantas tenian en promedio de C1 (5,810,4) raices y longitud de raiz (3,2+0,3
cm); C2 (5,4+0,1) raices y longitud de raiz (3,9+0,8 cm); C3 (5,7+0,7) raices y longitud de raiz (3,8+0,5
cm).

Palabras clave: Cultivares, Cultivo in vitro, Micropropagacion, Pifia, Propagacion masiva.

Abstract

Objective: Massively propagate pineapple three cultivars of Choc6 in Colombia, Ananas comosus (L.
Merr.). Methodology: in vitro multiplied buds of apices extracted from crown and basal children cultured
in semisolid Murashige and Skoog initiation medium (MS, 1962) containing: 4 mg. I-1 thiamine HCI,
0,5 mg/l NAA, 0,5 mg/l IBA and 0,5 mg/l 6-BAP and pH adjusted to 5,8; 10 g/l activated charcoal, and
then a multiplication medium with four hormone treatments; (1) 0,3 mg/l of naphthalene acetic acid
(NAA)+1,0 mg/l of benzylaminopurine (6-BAP), (2) 0,5 mg/L NAA+1,5 mg/l BAP, (3) 1,0 mg/l NAA+3,0
mg/l 6-BAP, (4) 1,0 mg/l NAA + 3,0 mg/l 6-BAP+2 mg/I of gibberellic acid (GA3). Rooting ex vitro was
performed were planted in pots in a medium prepared with soil from ant, fine sand and moss in equal
proportions (1:1:1), disinfested with formaldehyde a month before the process starts. Results: At 90
days, the number of shoots and shoots size of explants was: C1 (78,4+0,5) shoots and shoots length
(2,5+0,03 cm); C2: (85,7+0,5) shoots and shoots length (2,1+0,11 cm), C3 (92,8+0,1) shoots and
shoots length (1,6+0,07 cm). The best combination of growth regulators was 1 mg/l NAA and 3 mg/l de
6- BAP.lo indicating that the presence of auxin and citoquinia necessary for sprouting. The rooting was
ex vitro, and at 90 days the plants had an average of: C1 (5,8+0,4) roots and root length (3,2+0,3 cm);
C2 (5,4+0,1) roots and roots length (3,9+0,8 cm); C3 (5,740,7) roots and roots length (3,8+0,5 cm).
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Introduccién

LafamiliaBromeliaceae propiadelas zonastro-
picalesy templadas deAmerica; incluye 2.700 espe-
cies agrupadas en 56 géneros; de las cuales la pifia
(Ananas comosus (L. Merr.) es la especie mas co-
nocida por ser una frutatropical cultivada para ali-
mento en sistemas productivos (Montilla1992, FAO
2009). La ausencia de semillas la hace una especie
autoincompatible por lo que se propaga vegetativa-
mente por brotes lateralesy de la parte superior del
fruto, lo que hace unatasade multiplicacion muy baja
de forma natural (Paez 1998). Ademés, los cultivos
son atacados por insectos y hongos que producen
marchitamiento, fusariosisy la pudricién delabase
del tallo, enfermedades que reducen la produccién
de nimero de plantas por hectéreas disminuyendo la
produccion comercial del fruto (Santosy Matos 1995,
Coppens et al. 1997, Rodriguez et al. 2002).

L aproduccién en Colombiase basa principa men-
te en tres variedades: Perolera, Cayenalisay Man-
zana, aun cuando existen otras en cultivos o areas
especificas y con mercados muy localizados como
De Clavo y Piamba, estas son: Dagua, Cambray,
Hortona o Pan de Azlcar y Huitoto entre otras (San-
tosy Matos 1995). Sin embargo, los productores de
pifiatienen dificultad para cubrir |as necesidades de
plantas «hijos» para establecer nuevas plantaciones
(Mathewsy Ragan 1979).

En € departamento del Choco, existen mas de
10 cultivares o ecotipos de pifia (cultivados deforma
natural sin el uso deinsumos agricolas), loscuaesno
han sido estudiados genéticamente para definirlos
como variedades, pero se pueden diferenciar por sus
caracteristicas organol épticas, morfol ogiay tamafio;
en épocas de cosechas hay una produccion para la
venta en los mercados | ocal es pero hasta el momen-
to no se conoce en los mercados nacionales por su
baj a produccién.

El interés por el cultivo de pifia se ha incre-
mentado, debido a su demanda de mercado como
fruta fresca, materia prima para la agroindustria y
producto de exportacién (Santosy Matos 1995). Una
alternativabiotecnol 6gicaque permitelapropagacion
masiva de plantas de pifia libres de enfermedades y
en tiempos rel ativamente cortosesel cultivoinvitro
detgjidosvegetal ademés, permiteque serealiceuna
seleccion clonal de genotipos sobresalientes por sus
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caracteristicas agrondmicas, organol épticasy de adap-
tacion a ambientes especificos, resistentes a estrés
biético y abidtico, y ocurre durante todo el afio por
ser realizado en condiciones controladas (Gallardo
1995, Griffith 1998).

El cultivoinvitro o método de micropropagacion,
desde sus inicio hatenido multiples aplicaciones y
diversas variaciones debido ague no es unametodo-
logia reproducible en todas las especies vegetal es
porgue la respuesta de una metodol ogia depende de
laconfiguracién genéticadelaespecie, por o tanto,
siempre sedebeiniciar con evaluar larespuestacul-
tural y morfogenética en cada experimento y en lo
que respecta a la pifia (A. comosus L. Merr.), ha
sido utilizado, obteniéndose muchasvias para el es-
tablecimiento de cultivoinvitro (Casaley De Garcia
1987, Sripaoraya et al. 2003, Mogollén et al. 2004,
DeGarciaet al. 2008, Saucedo et al. 2008), desdela
organogénesis directa, sin lafase de callo, hasta la
obtencién de plantas de novo a través de organo-
génesisindirectay embriogénesis somatica (Sripao-
raya et al. 2003, Firoozabady y Gutterson 2003,
Roostikay Mariska2003, Firoozabady y Moy 2004,
Amin et al. 2005).

Con €l presente trabajo se pretende definir un
protocol o eficiente demultiplicacion clonal masivade
tres cultivares de pifia (A. comosus L. Merr.) nati-
vas del departamento del Chocd, Colomba, a partir
del cultivo in vitro de yemas axilares y/o apicales
aisladas de las plantas.

Metodologia

Area de extraccion del material vegetal. De-
signaremos los cultivares de la pifia chocoana (A.
comosus L. Merr.) de acuerdo con las regiones del
Choc6 donde més se cultivan. Para ello hemos se-
leccionadostresregiones: Cuencaaltadel rio Atrato
(municipio de Lloro), cuenca media del rio Atrato
(corregimiento de Munguido, municipio de Quibdo) y
cuencamediadel rio San Juan (municipio del Medio
San Juan). Lapifiacultivadaene municipiodeLloré
tiene en promedio: tamarfio entre 10 y 20 cm, peso de
1a2Kkg, poco jugosa, pulpablancamuy fibrosa, aro-
maética, dulce, de forma oval (Cultivar uno C1). La
pifia mayormente cultivada en el corregimiento de
Munguido, se caracteriza por ser de tamafio prome-
diode25a35cm, peso de2 a4 kg, formatriangular,
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Tabla 1. Medios de cultivos utilizados para la multiplicacién in vitro de los brotes obtenidos en la fase de

iniciacion.
Tratamiento Citoquinina 6-BAP mg/l Auxina ANA mg/I AG3 mg/l
1 1,0 0,3 0,0
2 15 0,5 0,0
3 3,0 1,0 0,0
4 3,0 1,0 2,0

sabor dulce, medianamente jugosa, pulpa de color
blanco amarillenta(Cultivar dos C2). Lapifiadel mu-
nicipio del Medio San Juan, de tamaiio entre30y 35
cm, con peso promedio entre 2.5 y 3.5 kg, mucho
més jugosa que las anteriores y menos fibrosas, sa-
bor dulce, aromética, pul pacolor blanca(Cultivar tres
C3).

Métodos

Material vegetal. Se utilizaron las coronas e hi-
juelos de frutesencia de tres cultivares de pifias (A.
comosus L. Merr.) chocoanas provenientes de
sembradios de cada region; el material vegetal fue
suministrado por los cultivadores de cadaregion.

Desinfeccion del material vegetal. A las coro-
nas e hijuelos basales se les elimind totalmente las
hojas para exponer |las yemas. Los tallos fueron la-
vados en solucién de detergente, transferidos a una
soluciondiluidaal 20% (v/v) decloro comercial por
10 min, luego lavados tres veces en agua destilada
estéril en unacabinadeflujo laminar (Daquintaet al.
1995, Dolgov et al. 1998), y asi se obtuvieron los
explantes primarios. yemas delacoronay el meris-
temo delos hijuel os (Fitchet-Purnell 1993).

Fase de iniciacion, establecimiento e induc-
cion del crecimiento de explantes de pifia. El ob-
jetivo de esta etapafue obtener brotes adecuado para
lamultiplicacion in vitro de yemas axilares de pifia
(A. comosusL. Merr.) delostres cultivares de pifias
del departamento del Chocd. Laextracciony siem-
bra de las yemas se realiz6 en la cdmara de flujo
laminar después de haber sido desinfectadas.

Las yemas aisladas se cultivaron en un solo me-
dio de cultivo semisolido que contenian 4 mg-1-1
tiamina-HCl, 0,5 mg/l de ANA, 0,5 mg/l de IBA, y
0,5 mg/l de 6-BAP y pH ajustado a 5,8, 10 ¢/l de
carboén activado, incubadosinicialmente en laoscuri-
dad por ocho dias y luego por cuatro semanas en
condiciones de fotoperiodo con luz blanca, hastaob-
tener brotes de 1 cm de longitud aproxi madamente.

Los medios de cultivo se esterilizaron en una auto-
clave bajo condiciones estandar de presiony tempe-
ratura (1,1 kg-cm-2 'y 121°C) durante 20 min.

Fase de multiplicacion y alargamiento de los
brotes. En estafase se evalud €l tipo y la concentra-
cion delosreguladoresdel crecimiento aemplear en
lamultiplicacion in vitro delostres cultivares de pi-
fas (A. comosus L. Merr.) del departamento del
Chocd. Pararedlizar este experimento se utilizaron
vitroplantas provenientes de laetapadeiniciaciony
se utilizé e medio de cultivo MS, empleado inicial-
mente, adicionandol e cuatro combinaciones de regu-
ladores de crecimiento, paraello se utilizaron como
variableslarelacién auxinaANA, citoquinina6-BAP
yAG3 (Tablal).

El pH delosmediosde cultivossegjustd a5,7+0,1
y seesterilizdal,1kgcm?y 121°C, durante 20 min.
Se cultivo un explante por frascos de compota con
10 ml del medio, los cuales se dejaron en unacamara
de crecimiento a 27+1°C a 15 horas de fotoperiodo
por 30 dias, la intensidad luminosa fue de 1.500 a
2.000 luz fria/lsuministrada por tubos fluorescentes
de 36W, Silvana) equivaentea34-90 m E/s/m?. Para
la propagaci 0n masiva, esta fase serepite varias ve-
ces hasta obtener el nimero de plantas deseadas.

El disefio experimental empleado fue compl eta-
mente a azar, con 10 repeticiones por tratamiento y
un frasco como unidad experimental. Las variables
evaluadas fueron nimero y tamarfio de brotesforma-
dos por cada uno de los cultivares en los diferentes
mediosde cultivo.

Enraizamiento ex vitro. Los brotes de cuatro
cm de longitud, obtenidos en la fase de multiplica
Ccion, setrasplantaron parael enraizamiento ex vitro;
se eliminaron sus hojas basales y se plantaron en
materas en un medio preparado con tierra de hormi-
ga, arenafinay musgo en proporcionesiguales(1:1:1),
desinfestadas con formal dehido un mes antesdeini-
ciado el proceso, en donde se regaban con €l medio
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decultivoinicial sinregulador de crecimientoy des-
pués de cuatro semanas se trasladaron aun inverna-
dero cubiertos con una cupula hecha de botellas de
gaseosas de un litro y en donde gradual mente se ex-
pusierona ambiente. El disefio experimental fue com-
pletamenteal azar con 10 repeticiones por tratamiento
y cadaunidad experimental estuvo constituida por un
matera con un explante. Las variables estudiadas
fueron €l nimero y lalongitud maxima de raices.

Para evaluar |os resultados obtenidos, los datos
se procesaron estadisticamente mediante el progra-
ma Cohort 2, version 6,003 realizando el andlisisde
lavarianzacorrespondiente al disefio empleado. Para
la separacién de medias se utilizé la prueba de ran-
gos multiples de Duncan aun nivel de significacion
del 1%.

Resultados

Fase deiniciacién. Se observo que alas cuatro
semanas de cultivo, hubo brote de una yema apical
entodosloscultivares, con unalongitud de3a4 mm
aproximadamente; después de cuatro semanas adi-
cionales en el mismo medio, hubo alargamiento de
las hojas y alargamiento del vastago (La3cm) y €
alargamiento seincrementd con €l tiempo sin que se
observarabrotacion lateral (FiguralA).

Fase de multiplicacion delosbrotes. A las cua-
tro semanas (Figura 1B) en los brotes en los medios
de multiplicacion seobservé queen e cultivar Clen
el medio uno, presenté 18 brote de 3 mm, en e medio
dos 19 brotesde 2 a3 mm, en el medio tres 20 brotes
entre 3y 4 mm, en el medio cuatro 25 brotes; en €
cultivar C2, en el medio de cultivo uno, se observa-
ron 8 brotes, en el medio dos 15 brotesde2 mm, y en
el medio tres 25 brotes entre 2y 3 mm, en el medio
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cuatro, 22 brotes; en el cultivar C3 en el medio uno,
se observé la apariciéon de 18 brote de 4 mm en €
medio dos, 15 brotes de 4 mmy en el medio tres 18
brotes entre 3y 5 mm, en el medio cuatro 17 brotes;
los brotesfueron laterales alrededor del broteinicial
(FiguralC). A las 12 semanas (Figura1D), €l incre-
mento del nuero de brote fue notablemente impor-
tante. En la Tabla 2 se evidencia &l incremento del
nimero de brotes con el tiempo dependiendo del
medio de cultivo; los brotes setrasplantaron cadados
semanas aun medio fresco con las mismas condicio-
nes. Después de 16 semanas (Figura 1E), €l nimero
de brotes en los medios tres y cuatro fueron aproxi-
madamente 200 en los cultivaresC1y C3.

De estos clusteres, se separaron brotes indivi-
dualesy se plantaron en medio fresco en donde solo
contenia como regulador del crecimiento AG3; con
el propdsito de observar €l crecimiento, laelongacion
de estos brotesfue similar en los medios sin regula-
dores de crecimiento que en presenciade AG3 de 3
a4 cm después de ocho semanas.

Fase de enraizamiento ex vitro. Después de
unasemanade enraizamiento ex vitro, se observo la
apariciondelos primerosvestigiosderaicesde 1l a2
mm, en todos los cultivares; alas cuatro semanas la
raices fueron en promedio5de2 cmy alas 12 se-
manas el enraizamiento fue masivo con raices de
hasta 5 cm y las plantas mostraron gran vitalidad
(Tabla3).

Discusién

Existen reportes donde indican condiciones pti-
mas parala proliferacion de pifias in vitro que coin-
ciden con los resultados del presente trabajo en lo
referente a la presencia de ANA y 6-BAP en los

Tabla 2. Efectos de tres concentraciones de BAP, ANAyYAG en la etapa de multiplicacion y tres cultivares de

pifia después de ocho semanas de cultivo.

Cultivares Concentracioén reguladores
C1 C2 C3 de crecimiento en mg/I
N°brotes Longitudde N°brotes Longitudde N°brotes Longitudde
por explante brote:cm porexplante brote:cm porexplante brote: cm 6-BAP  ANA AG3
25,7+0,7 1,8+0,07 31,3 +03 1,6+0,07 33,1+0,5 1,7+0,03 1,0 0,3 0
45,2+0,8 2,1+0,05 41,5 +07 1,9+0,04 39,3+0,3 1,9+0,05 15 0,5 0
85,7+0,5 2,1+0,11 78,4 +05 2,5+0,03 92,8+0,1 1,6+0,07 3,0 1,0 0
97,5+1,1 2,1+0,05 79,3 +06 2,6+0,09 90,8+0,6 1,8+0,01 3,0 1,0 2
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Figura 1. Proceso de propagacion de la pifia chocoana in vitro. Fase de iniciacion. A. Dos
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semanas; Fase de multiplicacion. B. Cuatro semanas, C. Ocho semanas, D. Doce semanas,
E. 16 semanas. Enraizamiento ex vitro: F. Cuatro semanas, G. Doce semanas.

medios de cultivo y tienen diferencianotablesen lo
referente alas concentraciones utilizadas, como los
reportados por Garitay Gomez (2000) quienesindi-
canel usode0,2mg:1-1 BAPy 0,8 mg:-1-1 ANA para
lavariedad de pifia Champaka F-53; los reportados
por Rahman et al. (2001) muestran maximaprolife-
racion de brotes a partir de yemas axilares de pifia
utilizando 1,0mg-1-1 BAPy 0,1 mg:1-1ANA; inves-
tigacionesrealizadas por Khan et al. (2004) reporta-
ron proliferacion eficiente in vitro de brotes de pifia,
enmedioMScon0,5mg:I-1 BAP, y ANA 0,001 mg:1-
1; las investigaciones de Firoozabady y Gutterson
(2003) reportaron altas tasas de multiplicacion de
brotes de pifia variedad Cayena lisa en medios MS
liquidos con una combinacién de 1,5 mg:1-1 BAPy
0,5 mg-1-1 ANA; estos resultados son similar alos
nuestros en medio sdlido, en donde se observé gran
multiplicacion utilizando 1,5 mg/l de6-BAPy 0,5 mg/
| de ANA. Trabagjos realizados por Mogoll6n et al.
(2004) lograron un elevado indice de multiplicacion
de brotes de A. comosus (L. Merr.) Queen Australia
enmedio de cultivo MSutilizando 1,0 mg-1-1 BAPy
0,01 mg-1-1ANA.

En el presente trabajo, |0s explantes de los tres
cultivares de pifia A. comosus (L. Merr.) brotaron
en cinco semanas, indicando lasupresion delalatencia
delos explantes en el medio de induccion que conte-
nian4mg-l-1tiamina-HCl, 0,5 mg/l deANA, 0,5 mg/
| deIBA,y 0,5 mg/l de 6-BAPYy pH gjustado a 5,8.
Estos resultados coinciden con los reportados por
Blanco, Vargas y De Garcia (2011), Danso et al.

Tabla 3. Enraizamiento ex vitro de brote de pifias
obtenidos de la fase de multiplicacion después de 12
semanas.

Cultivar N° de raices/planta Longitud de las
raices encm
C1 5,410,1 3,910,8
Cc2 5,840,4 3,240,3
C3 5,7+0,7 3,840,5

(2008), con tres variedades de pifia amazonica; las
investigaciones de Casale y De Garcia (1987) con
las variedades Espariola Roja, Naciona y Brecheche,
los resultados de Garitay Gomez (2000) con lava
riedad Champaka F-153 y |os reportes de Garcia et
al. (2008) con la variedad Espafiola Roja, quienes
obtuvieron induccion de brotesapartir de yemas uti-
lizando dos auxinasy unacitoquinina.

En e presente trabajo se realiz6 una etapa de
unasemanano utilizadapor losinvestigadores repor-
tados, lo cual establece unadiferenciaimportante de
una semana de incubacién en la oscuridad y para
evitar oxidacion del explante seleadiciond al medio
de cultivo semisdlido, carbén activado 10 g/l 1o cual
permitio lasupervivenciadelosexplantesen su tota-
lidad (Sepulveday Medina 2008).

Al considerar lafase de multiplicacién en nues-
tro trabaj o se observo que hubo diferencias significa-
tivas paralavariable nimero de brotes por explante,
resultando superior € tratamiento con 1,0 mg/l de
ANA+3,0 mg/l de BAP, con un promedio de 92,8
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brotes por explante en C3 con longitud de brotes pro-
medio de 1,6 cm, 85,7 brotes paraC1 con longitud de
2,1cmy 78,4 brotesen C2 conlongitudde 2,5 cm; se
observaque amayor nimero de brotes por explantes,
el tamafio de los brotes es menor (Tabla 1) lo cual
indica que el incremento en la concentracién del 6-
BAP aumentael nimero debrotes pero €l crecimiento
de los brotes es mas lento, posiblemente debido ala
limitacion del crecimiento por contacto entre brotes.
A pesar de que en el tratamiento 4 estaba presente el
acido goberélico, este fuesimilar al tratamiento 3, el
AG3regulador de crecimiento que promueve el aar-
gamiento celular, el tamarfio delosbrotesfuesimilar
gueen el tratamiento 4. Esto posiblemente sedebié a
la combinacién con 6-BAP, que estimula la forma-
ciéndebroteslimitando el crecimiento, o posiblemen-
te a que la dosis empleada no fue la més adecuada
(Mogollon et al. 2004, Smith 2000).

En lo referente a los cultivares, el cultivar C3
con 92,8 brotes no fue significativamente diferente a
cultivar C1 con 85,7 brotes, pero si hubo diferencia
significativa con el cultivar C2 con 78,4 brotes por
explantes.

L osresultados obtenidos en estafase son simila-
res alos reportados para las variedades de pifia Pri-
mavera y Perola (Almeida et al. 1995), donde la
bencilaminopurinafue efectivaparalaproliferacion
de los brotes, aunque utilizada en concentraciones
mayores. Sin embargo, el nimero de brotes por
explante fue superior a de Queen Australia, porque
variaron de 1,4 a 3,2 en ambos cultivares. Por otra
parte, losresultados difieren delos observadosenlos
cultivares Espafiola Roja, Nacional y Brecheche, en
los que la multiplicacion acelerada se logré combi-
nando 2 mg/l de acido indol acético y 2 mg/l de
cinetinacon 40 mg/l de sulfato de adenina (Casaley
DeGarcia, 1987), (Blanco, Vargasy De Garcia, 2011).
A pesar de lamayor cantidad de reguladores de cre-
cimiento, reportaron menores tasas de multiplicacion
gue las obtenidas en estainvestigacion, en donde la
presencia de citoquinina 6-BAP y la auxina ANA
fueron necesarias paralabrotacién delos explantes.

Al considerar lafase de multiplicacion, los me-
diosqueindujeron mayor proliferacion de brotesfue-
ronlosque contenian larel acién decitoquininalauxina
A,5mg/l y 0,5mg/l; 3,0 mg/l y 1,0 mg/l enlostres
cultivares de pifias del Chocd. Paralograr un nime-
ro significativo de brotes que permitieran tener un
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numero de réplicas suficientesparalamedicion dela
tasade multiplicaciény longitud delosbrotes, losbro-
tesobtenidos en lafase deinicio fueron multiplicados
entres subcultivos sucesivos, losmedios2y 3fueron
los queindujeron mayor proliferacion, coincidiendo
conlosresultados obtenidospor DeWald et al. (1988),
quienes obtuvieron altas tasas de proliferacion de
brotes de Cayenalisay los cultivares Peroleray PR-
I-67, en medioscon 8 uM (2 mg-1-1) BAPy 10,8 uM
(2 mg-1-1) ANA (proporciones iguales de BAP y
ANA).

En experimentos anteriores realizados en nues-
trolaboratorio (Sepulvedaet al. 2008, Medinay Mena
2011) se observé que en medios de cultivossin auxina,
no presentaban proliferacién de brotes, solo creci-
miento delos existentes. Estos resultadosindican que
también en lafase de multiplicacion deloscultivares
utilizados ai sladamente, se requiere la presencia de
laauxinaANA y lacitoquinina 6-BAP paralaproli-
feracion de los brotes; la diferencia de concentra-
¢ion observadas en lostrabaj os reportados, se puede
deber alas concentraciones enddgenas de las plan-
tasfuentes de explantes, o que dependeradelas con-
dicionesnaturalesde cultivito y su adaptacién al am-
biente donde evolucionaron, es decir a la suma de
todas las combinaciones de genes resultante de la
evolucion de la especie en un ambiente especifico
porgue laconfiguracion genética, en Ultimo, definela
respuesta cultural en un medio artificial, por esara-
Z0n, los resultados de cultivo de tejido no son repro-
ducibles en especies alin idénticas adaptadas a am-
bientes diferentes, por lo tanto, |as variedades de pi-
fas reportadasy |os cultivares de nuestro trabajo son
diferentes genéticamente, si consideramos las res-
puestas cultural es y morfogenéticas.

En general, se pudo observar que el crecimiento
de los brotes en presencia de la combinacion de re-
guladores del crecimiento (ANA y 6-BAP) en las
condiciones adecuadas en los medios indicados, se
lograladominanciaapical y el explante proveniente
de layema de la corona o hijuel os de pifia, se con-
vierte directamente en brote y después de cuatro a
16 semanas el explante origina se trasformaen una
masa ramificada de brotes o un cluster o racimo de
brotes basales. Cuando estos racimos en miniaturas
se separan en brotes individuales y se plantan en
medios frescos (en donde el nivel de citoquinina se
haincrementado, serepite el ciclo de multiplicacion
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de brotes) (Laboratorio de Cultivo de Tejidos, Uni-
versidad Tecnoldgica del Chocd, datos no publica-
dos) (Sepulvedaet al. 2008).

Conclusiones

Lacombinacién delosreguladores de crecimiento
acido naftalenacético (ANA) y bencilamino purina
(6-BAP) permite la propagacion masiva de los tres
cultivares de pifia del Choco en un promedio alto,
indicando que las concentraciones enddgenas delos
cultivares son similares porque lamultiplicacion ocu-
rrié en todos los cultivares en niveles importantes.
La mejor combinacion de los reguladores de creci-
miento fueron 1 mg/l deANA'y 3 mg/l de 6-BAPIo
cua indicaque esnecesario lapresenciadelaauxina
y citoquininaparalabrotaciony multiplicacion dela
pifia A. comosus (L. Merr.). Los cluster de brotes
formadosdurante el proceso demultiplicaciénsonla
base paralapropagacién masivade pifias del Choco
A. comosus (L. Merr.) por esta via porque a partir
de ellos se abtienen el nimero de plantas deseado
por multiplicaciones sucesivasdelosbrotesasilados.

El uso del &cido goberélicoAG3, en el medio de
cultivo como fitohormonaque permite €l crecimiento
rapido de los brotes, no presentd efecto importante
en el crecimiento de las plantas in vitro, porgue no
hubo diferencia entre las plantas cultivadas en au-
senciade estafitohormona, esto se pudo deber aque
laconcentracion utilizadano fuelaideal o que predo-
mind el efecto del ANA y 6-BAP sobre el AG3.

El enraizamiento ex vitro esefectivoy ocurre en
menor tiempo que enraizamientoinvitroy adiferen-
cia con el ex vitro, se obtienen raices mas fuertes
permitiendo untrasplantea suelo confacilidady mejor
adaptabilidad al ambiente natural .
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