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MICROPROPAGACION DE LA VARIEDAD DE PINA CHAMPAKA F-153!

Harry Garita*, Luis Gémez%/**
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RESUMEN

Se determinaron las condiciones nece-
sarias para la micropropagacién de la varie-
dad de pifia Champaka F-153. Apices y ye-
mas de coronas e hijos laterales se cultivaron
en 4 diferentes medios de cultivo. Para la eta-
pa de establecimiento los medios se suple-
mentaron con 0.2 mg/L 6-BAP+0.1 mg/L
ANA y para la etapa de multiplicacién con
1.0 mg/L 6-BAP+1.0 mg/L AIB. Para el enrai-
zamiento en el invernadero, las pldntulas se cla-
sificaron segun su peso y se sembraron en 4 di-
ferentes sustratos: fibra de coco molida, turba:
fibra de coco molida 1:1, turba y suelo:arena
1:1, sin aplicacién de ANA. Al obtener un me-
jor resultado en la fibra de coco molida otras
plantas se sembraron en este sustrato y se pro-
baron 6 concentraciones de ANA para estimular
el enrraizamiento. El mejor medio para el esta-
blecimiento fue el descrito por Casale y Garcia
(1987), utilizando yemas de hijos. En la fase de
multiplicacién, el mejor medio fue el MS modi-
ficado suplementado con 1.0 mg/L 6-BAP+1.0
mg/L AIB. En la fase de invernadero, las plan-
tulas de mas de 0.5 g presentaron el mejor por-
centaje de sobrevivencia. Las pldntulas de pifia
micropropagadas fueron exitosamente aclimati-
zadas. El mejor sustrato para la fase de aclima-
tizacién fue la fibra de coco molida.
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ABSTRACT

Micropropagation of pineapple var.
Champaka F-153. In vitro propagation of
pineapple variety Champaka F-153 (Cham-
paka) was studied. The best conditions for its
in vitro establishment and multiplication were
determined. Apical and lateral buds from
crowns and lateral shoots were cultured on
four different culture media. For establish-
ment, media was supplemented with 0.2 mg/L
6-BAP+0.1 mg/L NAA and for the multiplica-
tion media 1.0 mg/L 6-BAP+1.0 mg/L IBA
were added. In order to obtain rooting, plants
were classified according to weight, then 4
substrates were tested: coconut fiber, peat
moss:coconut fiber 1:1, soil:sand 1:1 and peat
moss. Best culture media for establishment was
the one described by Casale and Garcia (1987)
using shoot buds. Multiplication was success-
fully achieved with the modified MS supple-
mented with 1.0 mg/L 6-BAP+1.0 mg/L IBA.
Pineapple plantlets were productively acclima-
tized using coir as substrate.
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INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus) es uno de los
cultivos con mds auge para la exportacién en
Costa Rica. Las plantaciones de esta fruta en la
zona norte y sur del pais se han incrementado en
los dltimos afios, al igual que las exportaciones
(Quirds 1993), utilizdndose variedades como la
Champaka F-153, Cayena Lisa, Montelirio
(Criolla), entre otras. Normalmente, la pifia se re-
produce de manera vegetativa, mediante el uso de
brotes laterales, coronas e hijos basales. Esta for-
ma de reproduccién muestra varias desventajas:
es muy lenta (DeWald et al. 1988), favorece la di-
seminacién de plagas y enfermedades y el mate-
rial utilizado como semilla presenta desuniformi-
dad en su vigor y tamafio. Ademads, el material
vegetativo es muy escaso, constituyéndose en un
problema, si se considera que se necesitan apro-
ximadamente entre 70-80 mil plantas por hecta-
rea para establecer una plantacion comercial (Ga-
rita y Anderson 1988).

La técnica de micropropagacion es una al-
ternativa para solucionar varios de los problemas
mencionados. Se puede obtener una gran canti-
dad de propdgulos en poco tiempo, con una alta
uniformidad de peso y tamafio y en un espacio
reducido. También, las plantas obtenidas son ge-
néticamente iguales a la planta madre, ademds de
estar libres de enfermedades (Chu y Kurtz 1990).

Para la micropropagacién de la pina se
han publicado diferentes procedimientos (Zepe-
da y Sagawa 1981, DeWald et al. 1988, Zee y
Munekata 1992). Sin embargo, no siempre los re-
sultados obtenidos en otras latitudes y con otro
material genético son reproducibles (Debergh y
Read 1991).

El objetivo de este trabajo fue establecer
un procedimiento para la micropropagacion de la
variedad de pifia Champaka F-153.

MATERIALES Y METODOS
Desinfeccién de los explantes

Se utilizaron coronas e hijos laterales de la
variedad Champaka F-153. Estas se deshojaron

completamente, quedando el tallo expuesto (Fi-
gura 1A). La seccidn apical del tallo se separ6 de
la parte basal. Ambas secciones se lavaron con
agua durante 5 min, seguido de una inmersién en
alcohol de 70°/1 min. Posteriormente, se proce-
di6 de la siguiente manera:

e Yemas de corona: la parte basal de la
corona se introdujo en diferentes concen-
traciones de hipoclorito de sodio (NaOCl):
0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0% 6 3.5%, en 2
tiempos de inmersién: 15 6 25 min.

e Yemas de los hijos laterales: la secci6n
basal de los hijos laterales se desinfectd en
1.0% 6 1.5% de NaOCl, en 2 tiempos de
inmersion: 15 6 25 min.

e Apices: las secciones apicales de la corona se
desinfectaron en 1.0%, 1.5% 6 2.0% NaOCl,
en 2 tiempos de inmersién: 15 6 25 min.

A las soluciones de NaOCl se les adicion6

3 gotas/L de Tween 20. El tratamiento fue por in-

mersioén y en agitacién constante. Finalmente, se

realizé 3 lavados de los explantes con agua desti-
lada estéril, dentro de una cdmara de flujo lami-
nar. Cada tratamiento consistié de 20 explantes.

Fase de Establecimiento

En la cdmara de flujo laminar se disect6 y
cultivé 80 yemas de coronas (0.5-0.8 cm), 80 ye-
mas de hijos laterales (0.5-0.8 cm), e igual canti-
dad de 4pices (0.2-0.4 cm), por cada tratamiento
de desinfeccién descrito. Los explantes de cada
método de desinfeccion se colocaron en 4 medios
de establecimiento (20 explantes/medio): 1) Ca-
sale y Garcia (C&G) (1987); 2) DeWald et al.
(DW) (1988), 3) Zee y Munekata (Z&M) (1992)
y 4) Murashige y Skoog (MS) (1962) modificado
(1/2 de macronutrimentos, 4/5 de micronu-
trimentos y 18.35 mg/L de NayFeEDTA).

Se utilizé 10 ml de medio liquido en tuboz
de 25X150 mm, con puentes de papel filtro como
soporte para los explantes. El medio fue autocla-
vado por un perfodo de 20 min a una temperatu-
ra de 121°C y una presién de 2 kg/cm?. Una vez
inoculados los explantes los tubos se colocaron
en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo
de 12 h 'y con una temperatura de 24-26°C.
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Fig. 1. Establecimiento y multiplicacién de yemas axilares de pifa, variedad Champaka F-153. A) Tallo sin hojas y raices,
B) Yema axilar (explante), C) Yema en fase de establecimiento, D) Plantula lista para multiplicacion, E) Fase de mul-
tiplicacién, F) Brotes de pifia, G) Callos/protocormos.
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Ocho semanas después se cuantificé: a) el
porcentaje de sobrevivencia; b) el peso fresco de
cada explante; c) el nimero de explantes que pro-
dujeron pldntulas y d) el porcentaje de explantes
oxidados. Ademds, cada semana se evalug la pro-
duccién de hojas.

Fase de Multiplicacién

Las plantulas obtenidas después de 8 se-
manas de cultivo en los medios de establecimien-
to (Figura 1D), se subcultivaron en el mismo me-
dio del que provenian, con algunas modificacio-
nes. Se utilizo erlenmeyers de 125 ml.y frascos
de 55x95 mm con 20.ml de medio de cultivo li-
quido, sin puentes de papel filtro. Las plantulas
se subcultivaron cada 6 semanas.

Las evaluaciones se realizaron cada 6 se-
manas. Al momento del subcultivo se evalué la
tasa de reproduccion (plantas finales/plantas ini-
ciales). Se hicieron 4 subcultivos y se calculé el
promedio y el error estdndar.

Debido a la formacién de estructuras pare-
cidas a un callo o protocormo (Figura 1G, Ran-
gan 1984) se evalud, en 2 ocasiones, la multipli-
cacion a partir de éstas estructuras. Estas estruc-
turas se colocaron en los medios de cultivo, en
donde se habia observado su produccién. Se co-
locé 2 estructuras entre 0.4-0.6 g en cada frasco
y el nimero de repeticiones varié entre 4 y 12. Se
calcul6 su tasa de reproduccién.

Fase de aclimatizacién

Efecto del tamaiio de las plantulas so-
bre su sobrevivencia en invernadero. Las plan-
tulas de pifia producidas en la fase anterior se se-
pararon en 2 grupos segtin su peso: a) 0.2-0.8 gy
b) 0.8-1.5 g. Luego, la base de las plantulas se
trat, mediante inmersién, con una solucién de
Kilol (fungicida-bactericida) 5 ml/L durante 1
min. Las plantulas tratadas se sembraron en ban-
dejas pldsticas con 72 espacios, cada espacio per-
mite introducir 53.93 cm? de sustrato. El sustrato
empleado fue fibra de coco molida. Se emplearon
10 plantas por tamafio. A las 3 y 6 semanas des-

pués del transplante se evalud: a) el porcentaje de so-
brevivencia y b) el niimero y la longitud de raices.

Evaluaciéon de diferentes sustratos. Se
evalué el efecto de 4 sustratos: 1) fibra de coco
molida; 2) mezcla de suelo:arena 1:1; 3) turba
(suelo con aproximadamente un 60% de materia
orgénica) y 4) turba:fibra de coco molida 1:1; en
la sobrevivencia y crecimiento posterior de las
pldntulas de pifia en invernadero. Cada trata-
miento consisti6 de 18 plantas con un peso entre
08y15¢g.

A las 3 y 6 semanas después del transplan-
te se evalu6: a) el porcentaje de sobrevivencia; b)
el nimero y longitud de raices y c) el peso fres-
co y el peso seco de la parte aérea y radical.

El peso seco se obtuvo al colocar las bol-
sas de papel, que contenian las muestras, dentro
de una estufa a 58°C por un periodo de 96 h.

Una vez establecido el mejor sustrato se
realizé una prueba de escalamiento, en la cual
se sembraron 936 plantas de pifia de la variedad
Champaka F-153, segiin la metodologia antes
descrita y se determiné el porcentaje de sobrevi-
vencia.

RESULTADOS

Desinfeccion y establecimiento
de los explantes

La menor contaminacién se presenté con
el uso de dpices (15.74% promedio). El porcen-
taje promedio de contaminacién disminuyé al
aumentar la concentracién de hipoclorito de so-
dio (NaOCl) y en menor grado al aumentar el
tiempo de inmersién (Cuadro 1). La causa princi-
pal de la contaminacién fue aparentemente bac-
teriana. No se determiné el género o géneros de
las bacterias contaminantes.

La sobrevivencia de los explantes fue ma-
yor con dpices (80.69% promedio) (Cuadro 1).
Dentro de las concentraciones de NaOCl y tiem-
pos de inmersidn, el mayor porcentaje de sobre-
vivencia se obtuvo con el uso de 1.0% de NaOCI
y 15 min de inmersi6n. En relacién a los dias ne-
cesarios para la emision de la primera hoja, las
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Cuadro 1. Efecto de diferentes tratamientos de desinfeccién sobre la contaminacién, la sobrevivencia, la oxidacién, los dias a la
emision de la primera hoja y la regeneracién de plantulas, para 3 diferentes explantes de pifia, variedad Champaka
F-153 cultivados in vitro. Evaluacién a las 8 semanas de cultivo.

Explante Tratamiento Oxidacién Contaminacién Sobrevivencia ~ Dias 1¢™ Explante a
(%) (%) hoja (n°) plantula (%)
Apices 1.0%-15" 2.70 16.22 81.08 31.50 78.38
1.0%-25’ 2.90 5.79 92.75 33.25 59.42
1.5%-15" 2.53 31.64 65.82 29.75 45.56
1.5%-25’ 5.41 9.46 82.43 35.00 68.91
2.0%-15’ 1.32 14.47 81.58 28.00 63.15
2.0%-25’ 2.60 16.88 80.52 31.50 61.03
Promedio 291 15.74 80.69 31.50 62.74
Yemas de hijos 1.0%-15" 2.56 71.79 26.64 24.50 21.79
1.0%-25’ 7.69 60.26 34.62 31.50 19.23
Promedio 5.12 66.02 30.63 28.00 20.51
Yemas de coronas 1.0%-15° 6.25 67.50 27.50 21.00 17.50
1.0%-25’ 17.50 56.25 25.00 22.75 21.25
Promedio 11.87 61.87 26.25 21.87 19.37

yemas de coronas presentaron un desarrollo mas
acelerado (Cuadro 1). El periodo para que los 3
tipos de explante emitieran la primera hoja fue,
en promedio, de 21-32 dias. El porcentaje de ex-
plantes que regeneraron plantulas fue superior
para épices (62.74%) y muy similar entre yemas
de hijos laterales (20.51%) y yemas de coronas
(19.37%).

En un intento por disminuir la contamina-
cién presente en ambos tipos de yemas, se utili-
zaron concentraciones de NaOCl mayores y me-
nores a 1.0%. Aunque las yemas presentaron una
menor contaminacién utilizando una concentra-
cién de NaOCl 3.5% con una inmersién de 15 y
25 min, el desarrollo de estas fue nulo (datos no
presentados).

En general, la oxidacién presentada en los
3 tipos de explante fue baja. Sin embargo, en las
yemas de corona la oxidacién fue entre 2 y 4 ve-
ces mayor a la observada en los otros explantes.

La obtencién de plantulas a partir del ex-
plante inicial fue similar para dpices (73.5%) y
yemas de hijos laterales (73%) y aproximada-
mente 20% menor a partir de yemas de corona
(53.5%) (Cuadro 2). El medio de cultivo influyé

en la conversién a plantulas de los explantes ini-
ciales. Para dpices, el mayor nimero de plantulas
se obtuvo en el medio MS modificado (87%),
mientras que para yemas de corona y yemas de
hijo lateral la mayor conversién a pldntulas ocu-
rri6 en el medio C&G (67% y 86% respectiva-
mente) (Cuadro 2).

Fase de multiplicacion

El tipo de explante y el medio de cultivo
también influyeron sobre la multiplicacién in vi-
tro de la variedad Ckampaka F-153 (Cuadro 2).
Luego de 4 subcultivos, las yemas de corona pre-
sentaron la mayor tasa de multiplicacién prome-
dio (5.50 brotes/explante), seguidas por las ye-
mas de hijo lateral (3.23 brotes/explante) y por
los dpices (2.35 brotes/explante). En relacién a
los medios de cultivo, el medio MS modificado
favorecié la formacién del mayor nimero pro-
medio de brotes en dpices (3.25), aunque no fue
diferente a los medios C&G (2.35) y DW (2.45).
En el medio Z&M se produjo el menor niimero
de brotes (1.35). En las yemas de corona, los
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Cuadro 2. Efecto del medio de cultivo sobre el establecimiento inicial y la multiplicacién in vitro de la pifia variedad Champa-

ka F-153 a partir de 3 tipos de explante.

Explante Medio de Explante a plantula Tasa de multiplicacién*
cultivo (%) (Brotes final/inicial)
Apice C&G 67 2.35+0.63
DW 70 2.45+0.38
Z&M 68 1.35+0.28
MS 87 3.25+0.34
Promedio 73.5 2.35
Yemas de C&G 67 ok
corona DW 56 Rk ok ok
Z&M 32 5.75+1.21
MS 59 5.25+N.79
Promedio 53.5 5.50
Yemas de hijo C&G 86 2.57+0.44
lateral DW 71 ok ko
Z&M 80 1.08+0.31
MS 55 6.05+0.77
Promedio 73.0 3.23

* Determinada en el cuarto subcultivo
**xxx  Pérdida por contaminacién

medios Z&M y MS modificado indujeron la pro-
duccién de un nimero similar de brotes, 5.75 y
5.25, respectivamente. No fue posible establecer el
efecto de los medios C&G y DW para este tipo de
explante debido a la contaminacién que se presen-
t6 en ellos durante los subcultivos. En las yemas de
hijo lateral, el mayor nimero de plantulas se obtu-
vo en el medio MS modificado (6.05), le sigui6 el
medio C&G (2.57) y por ultimo el medio Z&M
(1.08). Los explantes en el medio DW se perdieron
por contaminacién, durante los subcultivos.

En los medios MS modificado y Z&M se
formaron estructuras parecidas a un callo, simila-
res a las denominadas por Rangan (1988) como
protocormos (Figura 1). Las mismas presentaron
una alta tasa de multiplicacién, especialmente en
el medio MS modificado (Cuadro 3).

Fase de aclimatizacién

La sobrevivencia de las plantulas depen-
di6 del peso inicial de las mismas. Las plantulas

de mayor peso (> 0.8 g) mostraron una mayor so-
brevivencia. La aplicacién de la auxina &cido
naftalenacético (ANA) no favorecié la sobrevi-
vencia ni el enraizamiento de las plantulas (datos
no presentados).

Con base en los resultados anteriores, se
realizé una prueba adicional con el fin de deter-
minar el efecto del sustrato sobre el estableci-
miento en invernadero de las plantulas. El mayor
porcentaje de sobrevivencia de plantulas, nimero
y longitud de raices se obtuvo al sembrar las
pléntulas en fibra de coco molida. En la mezcla
arena:suelo ninguna pldntula sobrevivié al trans-
plante (Cuadro 4) (Figura 2B, 2C).

En la prueba de escalamiento realizada
con el sustrato fibra de coco molida, se obtuvo
95.2% de sobrevivencia de plantulas de la varie-
dad Champaka F-153 en el invernadero.

La Figura 2 resume el procedimiento pro-
puesto para la micropropagacién de la variedad
Champaka F-153. El mismo involucra 2 medios
de cultivo, uno para la etapa de establecimiento
(C&G) y otro para la etapa de multiplicacién
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Cuadro 3. Tasa de multiplicacién de callos/protocormos de la variedad Champaka F-153 cultivados en diferentes medios.

Origen del callo y/o protocormo Medio de Subcultivo
cultivo
1 11
Apices Z&M 2.90" +0.80? 1.12+0.58
MS modificado 6.26+0.92 2.83+0.51
Yema hijo Z&M 3.16+0.75 1.42+0.70
MS modificado 6.14+0.64 5.40+0.78
Yema corona 7Z&M 1.46+£0.48 6.12+1.9
MS modificado 9.05+1.04 8.50+1.68

! Promedio, % Error estandar.

Cuadro 4. Efecto de diferentes sustratos en la sobrevivencia, el nimero y longitud de las raices de las pldntulas micropropaga-
das de pina var. Champaka F-153, a las 6 semanas de transplante a invernadero.

Sustrato Sobrevivencia Longitud Nimero
(%) raiz (cm) raices
Arena:Suelo 1:1 0.00 0.00 0.00
Turba:Fibra de coco molida 1:1 27.78 1.30 1.60
Fibra de coco molida 50.00 2.06 2.89
Turba 38.89 0.714 1.00

3 C
Fig. 2. Fase de aclimatizacion y enraizamiento para plantulas de pifia provenientes de condiciones in vitro. A) Plantulas pa-

ra siembra en invernadero, B) Plantulas después de los tratamientos en sustratos, C) Planta en invernadero.
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(MS modificado). Cada medio contiene una
combinacién particular de auxinas/citocini-
nas. En el medio C&G ANA (2 mg/L)+BAP
(1 mg/L), mientras que en el MS modificado AIB
+ BAP (1 mg/L cada uno). En ambas etapas se
utiliza medio liquido. En la etapa de estableci-
miento con puentes de papel filtro y en la etapa de
multiplicacién en agitacién constante 100 rpm.

DISCUSION

Desinfeccién y establecimiento
de los explantes

El establecimiento in vitro de los explantes
result la etapa mds critica para la micropropaga-
cién de la pifia, debido a la alta contaminacién que
se presentd, ocasionando la pérdida de una gran
cantidad de explantes. La contaminacién fue
principalmente de tipo bacteriano. Este es un
problema comiin en el cultivo in vitro de plantas
y dificil de eliminar. Su origen puede ser externo
o interno (endofitos). En muchos casos los méto-
dos convencionales de desinfeccidn superficial, a
base de hipoclorito de sodio o de calcio, no son
efectivos, como ocurrié con las yemas de coronas
e hijos laterales. Algunos factores que pudieron
favorecer este tipo de contaminacién son: la for-
ma y arreglo de las hojas de pifia y el hecho de
que se empleé material proveniente de campo.
En el primer caso, se favorece la permanencia de
un mayor niimero de microorganismos, as{ como
un ambiente himedo propicio para el crecimien-
to de los mismos. En el segundo caso, el creci-
miento de las plantas donadoras de explantes en
condiciones controladas ha probado ser efectivo
en la reduccién de la contaminacién in vitro, par-
ticularmente si dicho acondicionamiento incluye
el manejo del agua y la aplicacién de antibiGticos
y fungicidas (Reed et al. 1998).

Los épices mostraron un porcentaje de
contaminacién mucho menor en comparacién
con las yemas. El cultivo de dpices y meristemas
se recomienda como método para obtener culti-
vos in vitro libres de contaminantes en varias es-
pecies, particularmente lefiosas, debido a que la
mayoria de los microorganismos son eliminados

(Cassells 1991). Sin embargo, el uso de meriste-
mas apicales presenta algunas limitantes: 1) es
necesaria una gran cantidad de coronas para ob-
tener un nimero adecuado de 4pices; 2) se re-
quiere de espacio disponible para el almacena-
miento y/o siembra de las coronas; 3) mayor
gasto de mano de obra al tener que deshojar y
desinfectar una gran cantidad de material vege-
tal; 4) una tasa de multiplicacién in vitro mas ba-
Jja que la de las yemas. Por otra parte, los dpices
presentan la ventaja de que el riesgo de obtener
variaciones somaclonales al cultivarlos es menor
(Demarly 1986), ademds es posible obtener plan-
tas libres de virus (Chu y Kurtz, 1990).

Los tratamientos de desinfeccién con con-
centraciones de NaOCI mayores al 2% permitie-
ron obtener un alto porcentaje de explantes lim-
pios, pero produjeron una inhibicién total del
crecimiento de las yemas. Resultados similares
fueron descritos por Aghion y Beauchesne
(1960). Los tratamientos de desinfeccion impli-
can un compromiso entre explantes libres de con-
taminaci6n y explantes que conserven la capaci-
dad de crecer y desarrollarse in vitro. Los pices
soportaron concentraciones de NaOC] de hasta
un 4% sin que se afectara su desarrollo in vitro
(datos no mostrados). Los dpices estdn més cu-
biertos que las yemas, por lo que el desinfectan-
te no penetra hasta ellos, ademds que les garanti-
za mayor limpieza.

El medio de cultivo influyé sobre la
iniciacién del crecimiento y desarrollo de los
3 tipos de explante de la variedad Champaka
F-153. La concentracién de sales, el balance de
reguladores de crecimiento (auxinas/citocininas)
y otros componentes adicionales del medio son
factores que influyen sobre la respuesta in vitro
de diferentes explantes (George y Sherrington
1984). El medio C&G, que favorecid el estable-
cimiento inicial de los 3 tipos de explante, con-
tiene sulfato de adenina (SA), el cual estimula el
rompimiento de la latencia de las yemas axilares
de pifia (Casale y Garcia 1987) y una relacién
auxina y citoquinina (2:1), la cual ha sido encon-
trada favorable para el desarrollo in vitro de la
pifia (Martin, S. 1994. College of Tropical Agri-
culture and Human Resources. University of Ha-
waii. Comunicacién Personal.). Sin embargo, la
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relacién auxina/citocinina y el tipo de regulador
de crecimiento pueden variar segin el genotipo
(variedad de pifia) (Hosoki y Asahira 1980,
Mathews y Rao 1982). El bajo porcentaje de oxi-
dacién obtenido en el establecimiento de los 3 ti-
pos de explante concuerda con lo expuesto por
Litz y Jaiswal (1991), quienes indican que en cul-
tivos como la papaya y la pifia la oxidacién es
muy poca o nula ya que estas no producen feno-
les u otras sustancias que se oxiden. La mayor
oxidacién en las yemas axilares de coronas se de-
be posiblemente a su mayor edad.

Fase de multiplicacién

La fase de multiplicacién se realizd en
medio liquido. Marchal y Alvard (1988) sefialan
que este estado del medio de cultivo estimula un
mayor crecimiento y multiplicacién de los ex-
plantes de pifia que los medios sélidos. La pifia,
y las bromelias en general, poseen una alta capa-
cidad para absorber agua y nutrimentos por los
tricomas de las hojas (Casale y Garcia 1987).

Al igual que en la fase de establecimiento,
el medio de cultivo influyé en la tasa de multipli-
cacién de los explantes de pifia. Los medios uti-
lizados, ademds de los componentes ya mencio-
nados, difieren en su constitucién mineral, aun-
que parten de la base original del Murashige y
Skoog (MS 1962). Las sales minerales afectan la
multiplicacién in vitro de los explantes (George y
Sherrington 1984). El MS modificado consiste
en una reduccién del 50% de los macroelemen-
tos, un aumento de 4 veces en el contenido de KI
de la formulacién original y ligeras variaciones
en la concentracion de microelementos. Los me-
dios C&G y DW mantienen el contenido de ma-
cro y microelementos original y el medio Z&M
reduce tanto los macros y los microelementos en
un 75%. El MS ha sido sefialado como un medio
con un fuerte desbalance iénico y contenidos de
nitrégeno elevados. Esto parece afectar el esta-
blecimiento y multiplicacién in vitro de algunas
especies (George y Sherrington 1984). El medio
MS modificado favorecié consistentemente la
formacion de nuevos brotes a partir de los 3 tipos
de explante; la reduccién de los macroelementos

al 50% favoreci6 la multiplicacién de la variedad
Champaka F-153. Reducciones mayores (75%,
Z&M) resultaron perjudiciales. El tipo y concen-
tracion de los reguladores de crecimiento tam-
bién determina la tasa de multiplicacién in vitro
de los explantes (George y Sherrington 1984).

Los medios que contenfan una combina-
cién de auxina/citocinina (C&G, MS modificado
y DW) favorecieron una mayor multiplicacion de
los explantes que el medio Z&M que solo inclu-
y6 la citocinina BAP. Ademads, la combinacién
AIB/BAP (MS modificado) fue mas favorable en
esta etapa que las combinaciones ANA/BAP
(medio DW) o AIA/Kinetina (medio C&G). Sin
embargo, todo debe ser analizado en funcién de
los medios de cultivo como tales, ya que solo la
evaluacion de diferentes combinaciones de regu-
ladores de crecimiento en un mismo medio po-
dria permitir separar el efecto de cada factor so-
bre la tasa de multiplicacién de los explantes.

Con relacion al tipo de explante, las yemas
de corona y de hijos laterales presentaron una ta-
sa de multiplicacién mayor a la de los apices
(Cuadro 2). El nimero de yemas preexistentes en
cada explante esta relacionado con su capacidad
de multiplicacién in vitro. Rangan (1984) sefiala
que explantes con una mayor edad ontogénica
presentan una alta tasa de multiplicacion in vitro.

Algunos explantes presentaron una tasa de
multiplicacién desuniforme, similar a lo observa-
do por McCown (1986), citado por Remphrey et
al. (1993). En algunos casos son necesarios va-
rios subcultivos para la estabilizacién de la tasa
de multiplicacién.

Las plantas provenientes del “callo” o de las
estructuras similares a protocormos deben ser cuida-
dosamente analizadas para su estabilidad genética.
En pifa es frecuente la aparicion de variantes soma-
clonales, por lo que se prefieren vias directas de re-
generacion como la proliferacién de yemas axilares.

Fase de aclimatizacion

El tamaiio de las plantulas alcanzado in vi-
tro afectd su establecimiento y desarrollo ex vitro.
Pléntulas con un mayor peso fresco mostraron un
mayor porcentaje de sobrevivencia. Esto coinci-
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de con la observacién general de que plantas de
mayor tamafo (10 cm) muestran una mayor tasa
de sobrevivencia y actimulo de materia seca que
aquellas de menor tamaifio (Chen et al. 2000).

Al comparar la respuesta de enraiza-
miento de las plantulas en los diferentes sustra-
tos, se establecid que la fibra de coco molida y
la turba:fibra de coco molida (1:1) generaron
respuestas similares. El primer sustrato presen-
ta algunas caracteristicas favorables, como son:
alta retencién de humedad, excelente drenaje,
ausencia de malezas y patdgenos, mantiene la
humedad maés ficilmente que la turba, lenta
descomposicién y es un recurso renovable
(Meerow 1994).

Otra ventaja de usar fibra de coco molida
es que las raices penetran mejor el sustrato for-
mando un mejor adobe. Estas caracteristicas ase-
guran un menor estrés para la plantula al momen-
to de ser trasplantadas, ya que las raices corren
un menor riesgo de romperse y ademés permane-
cen con la mayoria del sustrato.

Segiin la metodologia descrita, el 95% de
las pldntulas de la variedad Champaka F-153
producidas in vitro sobreviven su transplante a
invernadero y muestran un crecimiento activo. La
Figura 3 resume el procedimiento propuesto para
la micropropagacion de dicha variedad. El mis-
mo puede servir de base para la reproduccién de
otras variedades de pifia de interés.

E 3

Corona

Al —

T [Y AT

Desinfeccion
Agua 5’
Alcohol 70° 1°
NaOCl 1.5% 25’

= —

Yema axilar
0.5-0.8 cm

Establecimiento

Multiplicacién C&G

MS modificado ANA 2 mg/L
AIB 1 mg/L 6-BAP 1 mg/L

6-BAP 1 mg/L

T

]

Invernadero
Kilol (5 ml/L) I
Fibra de coco molida

Fig. 3.

Procedimiento recomendado para la micropropagacién de pina variedad Champaka F-153.
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