Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2004, 21 Supl. 1: 15-21

Multiplicacion clonal y enraizamiento in vitro de
Ananas comosus L. "Queen Australia"

Clonal multiplication and in vitro rooting of Ananas
comosus L. "Queen Australia"

N. Mogollén?, J. G. Diaz! y N. Hernandez!

Posgrados de Agronomia. Programa de Horticultura. Unidad de
Biotecnologia. Decanato de Agronomia. Universidad Centroccidental
"Lisandro Alvarado" (UCLA). Apdo 400. Barquisimeto-Lara.

Resumen

Con el propésito de propagar masivamente la pifia, Ananas comosus ‘Queen
Australia’, se multiplicaron in vitro brotes provenientes de apices caulinares
extraidos de hijos basales. Estos se transfirieron a medio liquido de Murashige
y Skoog (MS), adicionando tres tratamientos hormonales: sin reguladores de
crecimiento; 0,01 mg.L' de 4cido naftalenoacético (ANA) + 1,0 mg.L't de
bencilaminopurina (BA) y 0,01 mg.L'* de ANA + 1,0 mg.L't de BA+ 2 mg.L't de
acido giberélico (AG,). A las ocho semanas, el nimero de brotes explante™ (38,6)
fue superior al usar 0,01 mg.L'* de ANA + 1,0 mg.L't de BA; también el nimero
de brotes cuyo tamainio fue >1 cm (22,3) y de 0,5 a 1 cm (12,8) fueron mayores.
Para el enraizamiento se cultivaron brotes >1 ¢cm en un medio semisélido de
MS + ANA en las concentraciones de 0; 0,25; 0,50; 1,0 y 2,0 mg.Lt. A las cuatro
semanas, el mayor numero de raices (28,4) se registr6 al usar 2,0 mg.L'!; mien-
tras que la longitud maxima de raices tuvo el mismo comportamiento en las
cuatro dosis menores (1,3 a 1,6 cm), siendo superior a la longitud obtenida con
2,0 mg.L* (0,5 cm). La multiplicacién masiva se logr6 con la combinaciéon BA-
ANA en medio liquido; mientras que el enraizamiento fue satisfactorio con ANA
en medio semisdlido.
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Abstract

With the aim of propagating massively the species of pineapple Ananas
comusus "Queen Australia", buds of apices extracted from basal shoots were
multiplied in vitro. These buds were transferred into a liquid medium of
Murashige and Skoog (MS), applying three different types of hormonal
treatments: No growth regulators; 0.01 mg.L! of naftaleneacetic acid (NAA) +
1.0 mg.L ! of benzylaminopurine (BA), and 0.01 mg.L'* NAA + 1.0 mg. L' BA +
2.0 mg.L! of gibberellic acid (GA,). Eight weeks later, the number of shoots per
explant (38.6) was greater when using 0.01 mg.LL* NAA + 1.0 mg.Li'* BA; also
the number of shoots with height between 0.5 and 1.0 cm (12.8) and > 1 cm
(22.3) was greater. To carry out the rooting process, shoots with height over 1
cm were cultivated in a quasi-solid medium of MS + NAA in the following
concentrations: 0, 0.25, 0.50, 1.0 and 2.0 mg.L*. After four weeks, the largest
number of roots (28.4) was registered when using 2.0 mg.LL'. NAA, while the
maximum root length of the first four treatments was similar to each other (1.3
to 1.6 cm), being larger than the length obtained with 2.0 mg.L*. NAA (0.5 cm).
The massive multiplication was achieved with the combination BA-NAA in
liquid medium, whereas the rooting of the plants was met with ANA in quasi-
solid medium.

Key words: In vitro culture, micropropagation, pineapple, massive propagation.

Introduccion

La pina (Ananas comosus L.) es
la especie mas importante de la fami-
lia Bromeliaceae, originaria de
Sudamérica; se encuentra en forma
natural al sur de Brasil, norte de Ar-
gentina y Paraguay y en los bordes
meridionales de Amazonia (14). El
interés por este cultivo se ha
incrementado, debido a su demanda
de mercado como fruta fresca, mate-
ria prima para la agroindustria y pro-
ducto de exportacién (7, 12). Sin em-
bargo, los productores de pifia tienen
dificultad para cubrir las necesidades
de plantas «hijos» para establecer nue-
vas plantaciones, para lo cual se esti-
ma que se requieren 30.000 plantas
ha'. La carencia de plantas se debe a
que la tasa de multiplicacién es muy
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baja en forma natural; ademads esta
via de propagacién propicia la dise-
minacién de enfermedades (7, 9, 12).
En este sentido, la biotecnologia ofre-
ce alternativas tanto para el abaste-
cimiento de material de plantacién
suficiente, como para mejorar la cali-
dad de los frutos (7, 15). Mediante las
técnicas de cultivo in vitro es posible
la micropropagaciéon masiva de la pina
para la obtencién de plantas que pue-
den ser ofrecidas a los productores (7).
Esto ha sido reportado por varios au-
tores, utilizando diferentes explates:
yemas de la corona (6), yemas axilares
(1, 2, 10) y secciones de hojas (4, 5,
10), logrando regenerar brotes en di-
versos medios de cultivo. Por tal mo-
tivo, el presente trabajo tuvo como ob-
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jetivo evaluar el efecto de regulado-
res del crecimiento sobre la multipli-
cacién masiva y enraizamiento de los

brotes obtenidos in vitro en el culti-
var de pifna Queen Autralia.

Materiales y métodos

Multiplicaciéon. En esta etapa
se utilizaron brotes de pifia "Queen
Australia" de 1,0 cm de longitud,
aproximadamente, provenientes del
cultivo in vitro de apices caulinares
extraidos de hijos basales, los cuales
se establecieron en medio semisélido
(8 g.Li'*de agar) de Murashige y Skoog
(MS) (13), adicionando 1,0 mg.L' de
bencilaminopurina (BA) y 0,01 mg.L!
de acido naftalenacético (ANA). Dichos
brotes se transfirieron a un medio li-
quido, cuya formulacién fue igual a la
empleada para el establecimiento, in-
corporando tres tratamientos. T1: sin
reguladores de crecimiento; T2: 0,01
mg.Litde ANA + 1,0 mg.L'* de BA (1,
2, 4) y T3: igual a T2, pero adicionan-
do 2 mg.Li' de 4cido giberélico (AG,)
(7). El pH del medio se ajustd a 5,7 +
0,1y seesterilizé a 121°Cy a 15 Ib.pul
2 de presién por 15 minutos. Se culti-
varon dos explantes por frascos de 180
ml de capacidad con 20 ml del medio,
los cuales se colocaron en una mesa de
agitacién (30 rpm) a 33,8 pmol.m2.s"!
de luminosidad y 16 horas de
fotoperiodo, durante 8 semanas. El di-
seno experimental empleado fue com-
pletamente al azar, con 10 repeticio-
nes por tratamiento y un frasco como
unidad experimental. Las variables
evaluadas fueron: nimero y tamario de
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brotes; esta ultima clasificada de la
siguiente manera: >1 c¢cm; de 0,5 a 1
cm y <0,5 cm.

Enraizamiento. Para esta eta-
pa se seleccionaron brotes mayores de
1 cm provenientes de la fase de multi-
plicacién, eliminando sus hojas basa-
les y colocandolos en un medio
semisélido de MS, adicionando ANA
en las siguientes concentraciones: 0
(T1); 0,25 (T2); 0,50 (T3); 1,0 (T4) y 2,0
(T5) mg.L*. Una vez cultivados en for-
ma similar a la senalada anteriormen-
te, se colocaron a 135 umol.m2.s* de
luminosidad por 4 semanas. El disefio
experimental fue completamente al
azar con 10 repeticiones por tratamien-
to y cada unidad experimental estuvo
constituida por un frasco con 2
explantes. Las variables estudiadas
fueron el nimero y longitud maxima
de raices.

Para evaluar los resultados obte-
nidos en las etapas de multiplicacién y
enraizamiento, los datos fueron proce-
sados estadisticamente mediante el pro-
grama Cohort 2, version 6,003 (3), reali-
zando el andlisis de la varianza corres-
pondiente al disefio empleado. Para la
separacién de medias se utilizé la prue-
ba de rangos multiples de Duncan a un
nivel de significacion del 1%.
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Resultados y discusion

Multiplicacién. Se observo que
hubo diferencias altamente significa-
tivas para la variable niumero de bro-
tes por explante, resultando superior
el tratamiento con 0,01 mg.I.-*de ANA
+ 1,0 mg.Li't de BA, con un promedio
de 38,6 brotes/explante. Esta misma
respuesta se presenté para los tama-
nos de brotes superiores a 1 cm y en-
tre 0,5 a 1 cm, en los cuales se regis-
tr6 el mayor nimero de brotes con
promedios de 22,3 y 12,8, respectiva-
mente. Por el contrario, para los bro-
tes inferiores a 0,5 cm, todos los tra-
tamientos hormonales generaron re-
sultados similares (cuadro 1). A pe-
sar de que en el T3 estaba presente el
acido giberélico, regulador de creci-
miento que promueve el alargamien-
to celular, el tamano de los brotes fue

inferior que en el T2. Esto posiblemen-
te se debid a la combinacién con BA,
la cual estimula la formacién de bro-
tes 0 a que la dosis empleada no fue
la mas adecuada (15).

Los resultados obtenidos en esta
fase son similares a los reportados para
las variedades de pina "Primavera" y
"Perola" (1), donde la bencilamino-
purina fue efectiva para la prolifera-
ci6n de los brotes, aunque utilizada en
concentraciones mayores. Sin embar-
go, el nimero de brotes explante fue
inferior al de "Queen Australia", ya que
variaron de 1,4 a 3,2 en ambos
cultivares. Por otra parte, los resulta-
dos difieren de los observados en los
cultivares "Espanola Roja", "Nacional"
y "Brecheche", en los que la multipli-
cacién acelerada se logré combinado 2

Cuadro 1. Efecto de la bencilaminopurina (BA) y los acidos
naftalenoacético (ANA) y giberélico (AG,) sobre el namero
de brotes por explante y namero de brotes por tamano
obtenido durante la etapa de multiplicacion in vitro de
Ananas comosus "Queen Australia".

Tratamientos Numero de Numero de brotes.tamario alcanzado™!
(mg.LY) brotes.explante!
>1cm 0,5—1cm <0,5cm
T1
Testigo 3,1¢ 2,8¢ 0,1¢ 0,2 ns
T2
1,0 BA + 0,01 ANA 38,62 22,32 12,82 3,5
T3
1,0 BA+ 0,01 ANA +
2,0 AG, 13,8 11,7° 1,2° 0,9
CV 16,5 13,8 11,5 18,2

Defirencias abreviaturas
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mg.L ' de acido indol acético y 2 mg.L-
! de cinetina con 40 mg.L* de sulfato
de adenina (2). A pesar de la mayor
cantidad de reguladores de crecimien-
to, reportaron menores tasas de mul-
tiplicacién que las obtenidas en la pre-
sente investigacion.
Enraizamiento. En esta etapa
se detectaron diferencias altamente
significativas para las dos variables
evaluadas (cuadro 2). El nimero de
raices se incrementé a medida que
aumenté la dosis de ANA,
obteniéndose el mayor promedio de
raices (28,4) con 2,0 mg.Li'* de ANA.
Con respecto a la longitud maxima de
raices, los primeros cuatro tratamien-
tos tuvieron el mismo comportamien-
to, variando de 1,6 a 1,3 cm, siendo
superiores al T5, en el cual se regis-
tré el promedio de longitud de raiz
mas bajo (0,47 cm). Debido a que el
proceso de rizogénesis también ocu-
rri6 en el tratamiento sin regulado-
res, se considera que la auxina no es
necesaria para el enraizamiento, ni
crecimiento de las raices de pifa, lo
cual también fue encontrado durante

la propagaciéon in vitro de los
cultivares "Espanola Roja", "Nacio-
nal" y "Brecheche" (2), asi como en
"Perola" y "Primavera" (1). Esto difie-
re de otros autores (6) que han repor-
tado buenos resultados con la aplica-
ci6én de 1 mg.Li'* de ANA para inducir
la rizogénesis en la pifia.

Para el enraizamiento de brotes in
vitro de Aechmea fascista, bromeliacea
ornamental de gran importancia
horticola, se utiliz6 el ANA en las dosis
de 0,5 a 2,0 mg.Ii%, no detectandose di-
ferencias significativas entre ellas (8), lo
cual difiere de lo encontrado en el culti-
var de pifia en estudio. Sin embargo,
recomendaron el uso de la menor con-
centraciéon de ANA (0,5 mg.Li%), con la
cual obtuvieron 6,9 raices de 1,09 cm de
longitud, logrando alta sobrevivencia de
las vitroplantas. Asi mismo, para enrai-
zar los brotes de "Queen Austarlia" se
sugiere la dosis de 0,25 mg.Li'!, la cual
mejoro significativamente el nimero de
raices (7,1) y la longitud de las mismas
(1,6 cm). Dichos valores se consideran
suficientes para la aclimati-zacién de las
vitroplantas (11).

Cuadro 2. Efecto del acido naftalenoacético sobre el enraizamiento in
vitro de los brotes de Ananas comosus. "Queen Australia".

Acido Naftalenoacético Numero de Longitud maxima
(mg.LY) raices de raices (cm)
0 (T1) 4,19 1,6
0,25 (T2) 7,1¢d 1,62
0,50 (T3) 10,6¢ 1,62
1,0 (T4) 16,1° 1,32
2,0 (T5) 28,42 0,5°
CV (%) 12,6 10,5

Medias con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamente de acuerdo a la
prueba de rangos multiples de Duncan (P<0,01).

q Universidad del Zulia
oL Vicemectorado. &mis
SERBILUZ

L U Zzczesione acaiimica



Mogollén et al.

Conclusion

Se logré una alta tasa de multi-
plicacion clonal in vitro de Ananas
comosus ‘Queen Australia’, con la
combinacién 1,0 mg.Ii't de BA + 0,01
mg.Ii't de ANA adicionada en medio

liquido con agitacién; mientras que el
enraizamiento fue estimulado con
0,25 mg.L'! de ANA en medio
semisélido.
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