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Seleccién clonal de germoplasma élite de Ananas comosus L.

«pina de castilla del Chocoé» para la obtencidn de material de siembra

para el establecimiento de cultivos comerciales, via cultivo in vitro

Clonal selection of elite germplasm of Ananas comosus L.
«Chocé castile pineapple» to obtain planting material for
establishing crops, via in vitro cultivation.

Miguel A. Medina*, Robert Mena*

Resumen

Con el propdsito de realizar la seleccidn clonal de los mejores individuos de Ananas comosus, pifia de
castilla del Chocd, se multiplicaron in vitro brotes provenientes de apices caulinares extraidos de hijos
basales, que se subcultivaron en un medio semisélido de Murashige y Skoog (MS), adicionando ocho
tratamientos hormonales: sin reguladores de crecimiento, 0.25 mg/| de ANA+0.5 mg/I (6-BA), 0.1 mg/I|
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 6-BA, 1 mg/l de ANA+2 mg/l de 6-BA, 0.3 mg/l de ANA+1 mg/l de 6-BA+2 mg/l de
acido giberélico (AG3). A los 60 dias, el numero de brotes por explante (295.5) fue superior al usar 1
mg/l de ANA+2 mg/l de BA; también el numero de brotes cuyo tamafio fue >1 cm (200.6) yde 0.5a 1 cm
(9.5) 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

In order to perform clonal selection of the best individuals, pineapple, Ananas comusus «Pineapple of
castilla from Chocé», buds of apices extracted from basal shoots were multiplied in vitro. These buds
were transferred into a semisolid 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), 0.1 mg/l de ANA+0.8 mg/l de BA, 0.3 mg/l de ANA+1 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/ de 6-BA, 1 mg/l de ANA+2 mg/l de 6-BA, 0.3 mg/l de
ANA+1 mg/l de 6-BA+2 mg/l gibberellic acid (AG3). Sixty day later, the number of shoots per explant
(295.5) 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 (9.5) and >1 cm (200.6) was greater, the rooting was ex vitro, at thirty days the
plants had eight root of 1.5 cm.
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Introduccién

En el departamento del Chocd, por sus condi-
ciones climaticas, existe una diversidad de recursos
fitogenéticos (especies vegetales promisorias) para
el fomento de la agricultura muy bien adaptados a
este ambiente y con diferentes caracteristicas. Estos

recursos pueden tener diversas utilidades en la agri-
cultura, entre las que se mencionan dos bien impor-
tantes: 1. Al realizar una seleccion clonal se puede
obtener germoplasma para cultivos comerciales par-
tiendo de los mejores individuos y 2. Como fuente
de genes para la mejora de cultivares comerciales,
con lo que se maximiza la productividad y se reduce
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la necesidad de utilizacion de insumos adicionales
(Medina et al. 2011).

Con esta biodiversidad, el departamento del Cho-
c6 inicialmente no requiere abordar programas de
mejora, solo requiere establecer programas de se-
leccion clonal para obtener los mejores individuos
por sus caracteristicas organolépticas y sus propie-
dades alimenticias y medicinales; una vez realizada
esta seleccion, se puede aportar a la mejora de la
calidad de productos comerciales relacionados en
otras regiones del mundo, en donde los procesos de
adaptabilidad son costosos por la vulnerabilidad aso-
ciada a la uniformidad de los cultivos. Estos mate-
riales constituirdn lo que se suele llamar
«germoplasmas adecuadosy, es decir, que realmente
suministran la mayor cantidad de beneficio con el
menor costo porque se encuentran muy bien adapta-
dos y presentan una alta resistencia frente a todo tipo
de presiones ambientales, tales como inundaciones,
sequias, plagas y enfermedades (Medina et al.
2008a).

La pifia pertenece a la familia Bromeliceae, cuen-
ta con 56 géneros y 2700 especies, en el departa-
mento del Chocé es de amplia dispersion; en casi
todos los municipios y en los mercados locales se
encuentran diversas variedades que se diferencian
por su tamaiio, color de la concha, sabor, olor, color,
textura de la pulpa y caracteristicas organolépticas
variadas; es una fruta tropical de la biodiversidad
del Chocd, cultivada para alimento en sistemas pro-
ductivos (Montilla 1992) y de pancoger en el depar-
tamento del Chocd; sunombre cientifico es Ananas
comosus (L.) Merr. y por no presentar semilla es una
especie autoincompatible que se propaga vegeta-
tivamente por brotes laterales y el enraizado de los
hijuelos que se encuentran en la parte superior del
fruto. Su fruto es dulce y jugoso considerado como
una infrutescencia estéril denominada baya que pue-
de llegar a pesar 2 kg. La tasa de multiplicacion de
la pifia es muy baja en forma natural, debido a que
se utilizan como material de cultivo los hijuelos que
nacen en las partes superiores de los frutos. De cada
planta normalmente se obtiene un hijuelo, lo que hace
muy baja su propagacion de forma natural (Paez
1998).

El interés por el cultivo de pifia se ha incre-
mentado, por su demanda de mercado como fruta
fresca, materia prima para la agroindustria y producto

123

de exportacion. Sin embargo, los productores de pifia
siempre han tenido dificultad para cubrir las necesi-
dades de plantas «hijos» para establecer nuevas plan-
taciones (Mathews y Ragan1979); por tanto, se hace
necesario realizar una seleccion clonal de los mejo-
res individuos para que los agricultores puedan ob-
tener semillas certificadas en cantidad y calidad para
el establecimiento de cultivos comerciales, para este
proposito, la micropropagacion, como técnica
biotecnoldgica, permite realizar seleccion clonal de
genotipos sobresalientes por sus caracteristicas
organolépticas, rendimiento, resistentes a plagas y
enfermedades; con esta técnica, se obtiene un alto
numero de plantulas para semillas en cualquier épo-
ca del afio porque se trabaja en condiciones contro-
ladas (Gallardo 1995, Griffith 1998).

Es importante tener en cuenta que los diferentes
métodos de propagacion natural para la pifia son ex-
tremadamente lentos y poco viables para estableci-
mientos de cultivos comerciales intensivos. Por tan-
to, se ha realizado el presente trabajo con el objeto
de establecer un método alternativo de seleccion
clonal para el establecimiento y multiplicacion de
Ananas comosus L. mediante las técnicas de cultivo
in vitro (Medina et al. 2008b).

Materiales y métodos

Coleccion del material vegetal. Se emplearon
hijuelos y coronas de fruto utilizdndose como ex-
plantes primarios yemas de la corona y el meristemo
de los hijuelos (Fitchet-Purnell 1993). Una vez ob-
tenido el material vegetal, se procedié a eliminar
progresivamente el seudo tallo a una altura aproxi-
mada de 10 cm por encima de la insercion de la hoja
en el corno basal, eliminando raices del rizoma has-
ta que se observaron los tejidos blancos internos
(Daquinta et al. 1995, Dolgov et al. 1998).

Aislamiento y cultivo de dpices caulinares. El
material vegetal se lavo en una solucion de deter-
gente y se enjuag6 con suficiente agua destilada; la
desinfeccion se realizd con hipoclorito de sodio al
1% durante 30 minutos, seguido de tres lavados con
agua destilada estéril en camara de flujo laminar
(Medina et al. 2008%).

Multiplicacion. En esta etapa se utilizaron bro-
tes de «pifia de Castilla del Chocé» de 1 cm de lon-
gitud aproximadamente, provenientes del cultivo in
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vitro de apices caulinares extraidos de hijos basales
y de corona, que se establecieron en medio basico
semisolido (7 g/l de agar) de Murashige y Skoog
(MS) (Murashige y Skoog 1962), por 20 dias hasta
obtener los brotes. Los brotes se transfirieron a un
medio que contenia bencilaminopurina (BA) y aci-
do naftalenoacético (ANA). Con ocho tratamientos
hormonales asi: 1) sin reguladores de crecimiento,
2) 0.25 mg/l de ANA+0.5 mg/l (6-BA), 3) 0.1 mg/l
de ANA+0,8 mg/l de BA, 4) 0.3 mg/l de ANA+1,0
mg/l de 6-BA, 5) 0.5 mg/l de ANA+1,5 mg/l de 6-
BA, 6) 0.8 mg/l de ANA+1.8 mg/l de 6-BA, 7) 1.0
mg/l de ANA+2.0 mg/l de 6-BA y 8) 0.3 mg/l de
ANA+1.0 mg/l de 6-BA+2 mg/l de acido giberélico
(AG3)). El pH del medio se ajusté a 5.7 + 0.1 y se
esterilizo a 121°C y a 15 Ib pul- 2 de presion por 15
minutos.

Los explantes se sembraron en medio de cultivo
solido en recipientes de vidrio de 100 ml de capaci-
dad con tapadera de plastico, con unos 10 ml de
medio de cultivo sélido y a razon de cuatro explantes
por recipiente. Durante el periodo de cultivo los bo-
tes se sellaron con parafilm para evitar una excesiva
evaporacion, se colocaron en una camara de creci-
miento a 27+1°C a 15 horas de fotoperiodo 60 dias,
la intensidad luminosa fue de 1500 a 2000 lux fria/
suministrada por tubos fluorescentes de 36 W, equi-
valente a 34-90 m E/s/m? El disefio experimental
empleado fue completamente al azar, con 10 repeti-
ciones por tratamiento y un frasco como unidad ex-
perimental. Las variables evaluadas fueron nimero
y tamafo de brotes; esta ultima clasificada de la si-
guiente manera: >1 cm; de 0.5a 1 cmy <0.5 cm.
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Resultados y discusién

Multiplicacion. Se observo que hubo diferencias
significativas para la variable nimero de brotes por
explante, resultando superior el tratamiento (T7) 1
mg/l de ANA+2 mg/l de 6-BA con un promedio de
295.5 brotes por explante. Esta misma respuesta se
presentd para los tamafios de brotes superiores a 1
cm y entre 0.5 a 1 cm, en los cuales se registro el
mayor numero de brotes con promedios de 200.6 y
9.5 respectivamente. Por el contrario, para los bro-
tes inferiores a 0.5 cm todos los tratamientos hor-
monales generaron resultados similares (Tabla 1),
contrastando el tratamiento (T8) que contenia acido
giberélico, regulador de crecimiento que promueve
el alargamiento celular, con el tratamiento (T4) sin
dicho regulador; se encontrd que el efecto del acido
giberélico fue evidente porque duplicéd el tamaiio
promedio de los brotes mayores a 1 cm. Por el con-
trario, para los brotes inferiores a 0.5 cm, se tuvo el
mismo promedio de crecimiento. Esto posiblemente
se debio a la combinacidon con BA, que estimula la
formacion de brotes o a que la dosis empleada no
fue la mas adecuada (Mogollén et al. 2003, Smith
2000).

Los resultados obtenidos en esta fase son simi-
lares a los registrados para las variedades de pifia
«Primavera» y «Perola» (Almeida et al. 1995), don-
de la bencilaminopurina fue efectiva para la prolife-
racion de los brotes, aunque utilizada en concentra-
ciones mayores. Sin embargo, el numero de brotes
por explante fue superior al de «Queen Australiay,
ya que variaron de 1.4 a 3.2 en ambos cultivares y

Tabla 1. Efecto de la bencilaminopurina (BA) y los acidos Naftalenoacético (ANA) y Giberélico (AG,)
sobre el numero de brotes por explante y el tamano de los brotes obtenido en el proceso de
micropropagacion de Ananas comosus «pifia de Castilla del Chocd» procedente de Munguidé

Tratamientos
6.BA ANA GA

3

™ 0 0 0 1,0
T2 0,5 0,25 0 4,6
T3 0,8 0,1 0 7,7
T4 1,0 0,3 0 9,4
T5 1,5 0,5 0 35,9
T6 1,8 0,8 0 49,3
T7 2,0 1,0 0 295,5
T8 1,0 0,3 2,0 15,4

Brotes por explantes

Numero de brotes - Tamano alcanzado

>1 cm 0.5-1 cm <0.5cm
1,0 0,0 0,0
3,6 4,0 0,0
5,3 4,5 1,2
5,9 3,4 1,3
25,3 6,1 1,4
45,6 8,8 —_
200,6 9,5 -
9,5 0,8 1,3
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para pifia del Chocd, utilizando las mismas concen-
traciones de reguladores del crecimiento (Medina et
al. 2008).

Por otra parte, los resultados difieren de los ob-
servados en los cultivares «Espafiola Roja», «Nacio-
nal » y «Brecheche», en los que la multiplicacion
acelerada se logré combinando 2 mg/1 de acido indol
acético y 2 mg/l de cinetina con 40 mg/I de sulfato
de adenina (Casale y Garcia 1987).

Por tanto, desde el punto de vista de la seleccion
clonal, para la que se requiere un método de multi-
plicacion in vitro eficiente y reproducible, la meto-
dologia expuesta en estos resultados es por lo me-
nos en parte aplicable a diversas variantes botanicas
de esta especie; teniendo en cuenta los diferentes
origenes y la diversidad de la especie el grado de
multiplicacién es alto.

Conclusiones

La combinacion de los reguladores de crecimien-
to acido naftalenacético (ANA) 1 mg/l y bencil amino
purina (BA) 2 m/I se propone como un tratamiento
efectivo para realizar la seleccion clonal de la «pina
de Castilla del Chocoy, que permita la propagacion
masiva, al haber arrojado los mejores resultados con
un promedio de 295.5 brotes por explante; también
resulté ser mas efectivo que el &cido giberélico (GA3)
en la generacion de explantes mayores de un centi-
metro.
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