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MICROPROPAGACION CLONAL Y ENRAIZAMIENTO EX VITRO DE Ananas comosus L.
«PINA DE CASTILLA DEL CHOCO»

CLONAL MICROPROPAGATIONAND EX VITRO ROOTING OF Ananas comosus L.
«PINA DE CASTILLA DEL CHOCO»

Niza SerULvEDA*, MARIA VicTORA MURILLO*, ALBERT PALAcios*, WiLBER MuRILLO*, MiGUEL A. MEDNA*

RESUMEN

Con el propésito de propagar masivamente la pifia de castilla del Chocd, Ananas comosus, se multiplicaron
in vitro brotes provenientes de apices caulinares extraidos de hijos basales yse subcultivaron en un medio
semisoélido de Murashige y Skoog (MS), adicionando ocho tratamientos hormonales sin reguladores de
crecimiento; 0,25 mg/l de acido naftalenoacético (ANA) + 0,5 mg/l de bencilaminopurina (6-BA), y 0,1 mg/l de
ANA + 0,8 mg/l de BA, 0,3 mg/l de ANA + 1,0 mg/l de 6-BA, 0,5 mg/l de ANA + 1,5 mg/l de 6-BA, 0,8 mg/ de ANA
+ 1,8 mg/ de 1,0 mg/l de 6-BA, 0,5 mg/l de ANA + 1,5 mg/l de 6-BA, 0,8 mg/l de ANA + 1,8 mg/l de 6-BA, 1,0
mg/l de ANA+ 2,0 mg/l de 6-BA y 0,3 mg/l de ANA + 1,0 mg/l de 6-BA+ 2 mg/l de acido giberélico (AG3). A los
60 dias, el nimero de brotes por explante (85,3) fue superior al usar 1 mg/l de ANA + 2 mg/l de BA; también
el nimero de brotes cuyo tamario fue >1 cm (70,3) y de 0,5 a 1 cm (8,5) fueron mayores, el enraizamiento
fue ex vitro, y a los 30 dias las plantas tenian en promedio ocho raices de 1,5 cm.
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ABSTRACT

With the aim of propagating massively the species of pineapple Ananas comusus«Pineapple of castilla from
Choco «, buds of apices extracted from basal shoots weremultiplied in vitro. These buds were transferred
into a liquid medium of Murashige and Skoog (MS), applying eight different types of hormonal treatments: No
growth regulators; 0,25 mg/l of naftaleneacetic acid (NAA) + 0,5 mg/l of benzylaminopurine (BA), y 0,1 mg/
| of NAA + 0,8 mg/l of BA , 0,3 mg/l of NAA + 1,0 mg/I of BA, 0,5 mg/l of NAA + 1,5 mg/l of BA, 0,8 mg/l of NAA
+ 1,8 mg/ of BA, 1,0 mg/l of 6-BA, 0,5 mg/l of ANA + 1,5 mg/l of 6-BA, 0,8 mg/l of ANA + 1,8 mg/l of 6-BA, 1,0
mg/l of ANA+ 2,0 mg/l of 6-BA and 0,3 mg/l of ANA + 1,0 mg/l de 6-BA+ 2 mg/I gibberellic acid (AG3). Sixty day
later, the number of shoots per explant (85,3) was greater when using 1 mg/l of NAA + 2 mg/l of BA; also the
number of shoots with height between 0.5 and 1 cm (8,5) and > 1 cm (70,3) was greater, the rooting was ex
vitro, at thirty days the plants had eight root of 1,5 cm.
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INTRODUCCION

Lapifia es la planta més conocida de las 2,700 es-
pecies agrupadas en 56 géneros de la familia
Bromeliaceae; es una fruta tropica cultivada para
adimento en sstemas productivos (Montilla, 1992)
y de pan coger en e departamento del Chocd. Su
nombre cientifico es Ananas comosus (L.) Merr. y
por no presentar semillaes unaespecie auto-incom-
patible que se propaga vegetativamente por brotes

laterdes y d enraizado de las hijudos que se en-

cuentran en la parte superior ddl fruto. Su fruto es
dulcey jugoso considerado como una infrutescen-

cia estéril denominada baya que puede llegar a pe-

sar 2 kg. Latasade multiplicacion delapifiaes muy
bajaen formanaturd, debido a que se utiliza como
materia de cultivo los hijuel os que nacen enlas par-

tes superioresdelosfrutos. De cada plantanormal-

mente se obtiene un hijueo, lo cud hace muy bga
su propagacion de forma natural (Paez, 1998).
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El interés por d cultivo de pifia se haincrementado,
debido a su demanda de mercado como frutafres-
ca, materia prima para la agroindustriay producto
de exportacion. Sin embargo, los productores de
pifiatienen dificultad para cubrir las necesidades de
plantas «hijos» para establecer nuevas plantaciones
(Mahewsy Ragan, 1979).

La micropropagacion permite sdeccion clond de
genotipos sobresalientes por sus caracteristicas
organolépticas, rendimiento, resistentes a plagas y
enfermedades; se obtiene una dta tasa de plantas
para semillas en cualquier época de afio yaque 2
trabajaen condiciones controladas (Gallardo, 1995;
Griffith, 1998).

Lalinea basicade lainvestigacion en nuestro labo-
ratorio de cultivo de tgidos esté orientadas, en un
futuro, a mgorar la especie chocoana y optimizar
su cultivo, mediante trabajos de coleccion de
germoplasmaregiond tropicd.

Se pretende obtener materia parapropagacion, que
provenga de plantas de calidad superior, con frutos
de buena conformacion y tamafio buenas caracte-
rigticas organol épticas, esimportantetener en cuenta
que los diferentes métodos de propagacion natura
paralapifiason extremadamentelentos y poco via-
bles para establecimientos de cultivos comerciaes
intensivos. Por tanto, seharedizado € presentetra-
bajo con € objeto de establecer un método aterna-
tivo para € establecimiento y multiplicacion de
Ananas comosus L. Merr mediante lastécnicas de
cultivo in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Coleccién del material vegetal. Se emplearon
hijuelos y coronas de fruto utilizandose como
explantes primarios yemas de la corona y el
meristemo del los hijuelos (Fitchet-Purndll, 1993).
Unavez obtenido € materid vegetd, se procedid a
eliminar progresvamente € seudo tdlo aunadtura
gproximadade 10 cm por encimadelainsercion de

lahgjaend corno basd, diminando raicesdd rizoma
hasta que se observen lo tgidos blancos internos
(Daguintaet al., 1995; Dolgov et al., 1998).

Aislamiento y cultivo del apices caulinares. El
materid vegetal se lavd en una solucion de deter-
gentey se enjuago con suficiente agua destilada; la
desinfeccion se readizd con hipoclorito de sodio d
1% durante 30 minutos, seguido detreslavadoscon
agua destilada eséril en camarade flujo laminar.

Multiplicacion. En esta etapa se utilizaron brotes
de pifia «de Cadtilladel Chocd» de 1 cm de longi-
tud aproximadamente, provenientes del cultivo in
vitro de §pices caulinares extraidos de hijosbasaes
y de corona, que se establecieron en medio basico
semisdlido (7 g/l de agar) de Murashige y Skoog
(MS) (Murashigey Skoog, 1962), por 20 diashas-
ta obtener |os brotes.

L os brotes se trandfirieron aun medio gque contenia
bencilaminopurina (BA) y &cido naftalenoacético
(ANA). Con ocho tratamientos hormonaes, snre-

guladores de crecimiento: 0,25 mg/l de ANA +0,5
mg/l de bencilaminopurina (6-BA), y 0,1 mg/l de
ANA + 0,8 mg/l de BA, 0,3 mg/l de ANA + 1,0
mg/l de 6-BA, 0,5 mg/l de ANA + 1,5 mg/l de 6-

BA, 0,8 mg/ de ANA + 1,8 mg/ de 1,0 mg/l de 6-

BA, 0,5mg/l de ANA +1,5mg/l de6-BA, 0,8 mg/

| de ANA + 1,8 mg/l de6-BA, 1,0 mg/l de ANA+

2,0mg/l de6-BA y 0,3 mg/l de ANA +1,0mg/l de
6-BA+ 2 mg/l de &cido giberdlico (AG3)). El pH

dd medio se gustd a 5,7 + 0,1y se esterilizo a
121°Cy a 15 Ib.pul- 2 de presién por 15 minutos.

Se cultivo un explante por frascos de compota con
10 ml dd medio, los cuaes se colocaron en una
camara de crecimiento a 21+ 1°C a 15 horas de
fotoperiodo 60 dias, la intensdad luminosa fue de
1.500 a 2.000 lux fria/lsuministrada por tubos
fluorescentes de 36W, Silvana) equivaente a 34-

90 m E/gn?.

El disefio experimenta empleado fue completamente
a azar, con 10 repeticiones por tratamiento y un
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Tabla 1
Efecto de la bencilaminopurina (BA) y los acidos naftalenoacético (ANA) y giberélico (AG3)
sobre el numero de brotes por explante y el tamafio de los brotes obtenido en el proceso
de micropropagacién de Ananas comosus «Pifia de castilla del Choc6»

Tratamientos Brotes por explantes

Numero de brotes - Tamafio alcanzado

>1lcm 0,5-1cm <0,5cm

6.BA ANA GA3

0 0 0 1,0 1,0 0,0 0,0
0,25 0,25 0 2,6 1,6 1,0 0,0
0,8 0,1 0 5,7 4,3 0,5 1,2
1,0 0,3 0 9,4 55 2,4 13
15 0,5 0 25,9 20,4 4,1 14
1,8 0,8 0 45,7 35,6 8,2

2,0 1,0 0 85,3 70,3 8,5

1,0 0,3 2,0 9.4 55 0.4 1,3

frasco como unidad experimental (CoHort Soft-
ware). Las variables evauadas fueron nimero y ta-
mafio de brotes, estalitimadasficadadelasguiente
manera. >1 cm; de0,5alcmy <0,5cm.

Enraizamiento ex vitro. Paraesta etapa se selec-
cionaron brotes mayores de 1 cm provenientes de
la fase de multiplicacion, eliminando sus hojas
basalesy colocandolos en materasen un medio pre-
parado con tierrade hormiga, arenafinay musgo en
proporciones iguales. El disefio experimenta fue
completamente a azar con 10 repeticiones por tra:
tamiento y cada unidad experimental estuvo consti-
tuida por un matera con 1 explante. Las variables
estudiadas fueron € nimero y la longitud méxima
deraices.

Para evaluar |os resultados obtenidos, los datos se
procesaron estadisticamente mediante € programa
Cohort 2, versdn 6,003 redlizando € andissdela
varianza correspondiente d disefio empleado. Para
la separacion de medias se utilizo laprueba de ran-

gos multiples de Duncan a un nivel de significacion
del 1%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Multiplicacion. Se observo que hubo diferencias
sgnificativas parala variable nimero de brotes por
explante, resultando superior € tratamiento con 1
mg/l de ANA + 2 mg/l de BA, con un promedio de
85,3 brotes por explante. Esta misma respuesta se
presento paralos tamafios de brotes superioresa 1
cmy entre 0,5al cm, en los cuades se registro €
mayor numero de brotes con promedios de 70,3y
8,5 respectivamente. Por € contrario, paralosbro-
tes inferiores a 0,5 cm todos los tratamientos hor-
monaesgeneraron resultadossmilares(Tablal). A
pesar de que en € tratamiento 8 estaba presente €
acido giberdico, estetratamiento fuesimilar a 4 con
la diferencia que se le adiciond &cido goberdlico,
regulador de crecimiento que promueve € darga
miento cdular, @ tamafio de los brotes fue Smilar
que d tratamiento 4. Eto posiblemente se debid a
la combinacion con BA, gue estimula la formacion
de brotes 0 a que la dosis empleada no fue lamas
adecuada (Mogollén et al., Smith, 2000).

L os resultados obtenidos en estafase son smilares
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a los reportados para las variedades de pifia «Pri-
mavera» y «Perola» (Almeidaet al., 1995), donde
la bencilaminopurina fue efectiva para la prolifera-
cion de los brotes, aunque utilizada en concentra
ciones mayores. Sin embargo, € nimero de brotes
por explante fue superior d de «Queen Audtrdia»,
yaque variaron de 1,4 a 3,2 en ambos cultivares.
Por otra parte, |os resultados difieren de | os obser-
vados en los cultivares «Espafiola Roja», «Nacio-
nal» y «Brecheche», enlosquelamultiplicacion ace-
lerada se logré combinado 2 mg/l de &cido indol
acético y 2 mg/l de cinetina con 40 mg/l de sulfato
de adenina (Casdey Garcia, 1987). A pesar dela
mayor cantidad de reguladores de crecimiento, re-
portaron menores tasas de multiplicacion que las
obtenidas @ presente trabgjo de investigacion.

CONCLUSIONES

1. Lacombinacién delosreguladoresde crecimien-
to &cido naftalenacético (ANA) y bencil amino
purina(BA) permitelapropagacion masivadela
pifia de cadtilladel Chocd en un promedio ato.

2. Lamegor combinacion delosreguladoresde cre-
cimiento fueron 1 mg/l de ANA 'y 2 mg/l de BA.

3. Cuando se agregd ad medio de cultivo @ &cido
giberelico (GA3), no presento efecto importante
en d crecimiento de las plantasin vitro.

4. El enraizamiento ex vitro esefectivoy ocurreen
menor tiempo quein vitro.
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