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ABSTRACT

in the laboratory of Biolechnology of the National
Agronomic Instititte (IAN), located in the Caacupé city,
Cordiltera depariment, among the months of April of
the year 2008 and February of the 2007, an experiment
was carried out with the cobjective of evaluating the rate
of multiplication of two pineapple varieties, Smooth
Cayenne and Golden Sweet, through the cultivation «/n
vitron of meristem that were sowed in medium of
Murashige and Skoog 1962, (MS), added with vitamins
of Heinz and Mee 1969, in accustomed o physical states
{to which 8 agar gr/l was added) and i liquidate, that
was puf in agitation to 50 rpm. It was possible to study
the effects of different combinations of Bencil Amino
Furina (BAP) and Acido Naflaleno Acetico {ANA}, in the
phase of mulliplication of direct micropropagation, for
they were added it three hormonal treatments: without
reguiators of growth; 1 mg/l of BAP + 1 mg/l of ANA and
2 mg/l of BAP + 1 mg/l of ANA. The statistical design
was that of Complete Blocks the Chance in Parcels and
Divided Sub-parcels, with 3 repetitions. To the eight
weeks it was evaluated the number of buds for expiante,
watching it that was higher using 1 mg/l of BAP + 1 mg/
| of ANA in liquid medium in agitation, for the variety
Smooth Cayenne (134) and Golden Sweet (78). As for
the treatment between solid, in the concentrations of 2
mg/l BAP and t mg/l of ANA, 19 and 7 buds were
counted by explante for Smocth Cayenne and Golden
Sweet respectively.

RESUMEN

En el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto Agro-
némico Nacional (IAN}, ubicado en la Ciudad de
Caacupé, Departamento de Cordillera, Paraguay, en-
tre los meses de Abril del afio 2006 vy Febrero del 2007,
se realizo un experimento con el obietivo de evaluar la
tasa de muitiplicacion de dos variedades de pifa,
Cayena Lisa y Golden Sweet, a través del cullive «in
vitro» de meristemas gque fueron sembradas en medios
solido vy liquido de Murashige & Skoog 1962, (MS), su-
plementadc con vitaminas de Heinz & Mee 1968, al
primer medic se adiciono agar, y el liquido fue puesio
en agitacion a 50 rpm. Fue posible estudiar los efectos
de diferentes combinaciones de Bencil Amino Purina
(BAP) y Acido Naftaleno Acetico {ANA), en la fase de
multiplicacion de micropropagacion directa, para ello
se aplicaron tres tratamientos hormonales: sin regula-
dor de crecimiento; 1 mg/l de BAP + 1 mg/l ANAy 2
mg/h de BAP + 1 mg/l de ANA. El disefio estadisticc fue
el de Bioques Completos el Azar en Parcelas v Sub-
parcelas Divididas, con 3 repeliciones. A las ocho se-
manas fue evaluado el nimero de brotes por explante,
observandose que fue superior al usar 1 mg/l de BAP +
1 mg# de ANA en estado fisico liquido en agitacion,
para la variedad Cayena Lisa (134} y Golden Sweet
(78). En cuanio al tratamiento en medio solido, en las
concentraciones de 2 mg/t BARP y 1 mg/l de ANA, se
contabilizaron 19 v 7 brotes por explante para Cayena
Lisa y Golden Sweet respectivamente.
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INTRODUCCION

La pifia {Ananas comosus L. Merrili) es una especie
tropical de gran interés econdmico y de amplio consu-
mo en todo el globo terrestre. Es cultivado en casi to-
dos ios paises de clima tropical y subtropical, especial-
mente en paises en desarrolio por io gue se lo conside-
ra como una alternativa interesante para la diversifica-
¢cién agricola para determinadas zonas del pais. En el
Paraguay, es un rubro de mucha aceptacién con posi-
bilidad de exportacién a paises vecinos, principalmen-
te Argentina y Uruguay (Enciso, 1987},

La planta puede ser aprovechada con distintos fines,
del tallo puede exiraerse bromelina (enzima proteolitica
de uso medicinal), siendo también fuente de almidén.
L.as hojas pueden ser utilizadas para la obtencion de
fibras. E! fruto se utiliza tanto para consumo al natural
como para procesamiento industrial en diversas formas
como jugos, pedazos cristalizados, dulces, ficor, vina-
gre y aguardiente. Como subproducto de su industriali-
zacion, pueden obtenerse alcohol, acidos citricos,
malico y ascbrbico, como también raciones para ani-
males (Miranda, 1896).

En cuanto a las variedades de pifia la mas cultivada,
en casi todos los paises de clima tropical y subtropical
es la Cayena Lisa, representando divisas para la ex-
portacion de la fruta industrializada o natural (Enciso,
1997).

Segun Villalobos & Thorpe (1891) el cultivo de tejidos
es una técnica de la Biotecnologia que consiste en ais-
lar una porcién de la planta (explante), sea esta una
¢célula, tefido u brgano, bajo condiciones fisicas y qui-
micas apropiadas. Las técnicas de cultivo «in vitro» son
ampliamente utilizadas con diversos propoésitos como
el mejoramiento genético, obtencidén de plantas libres
de virus y ofros patbégenos, conservacion de
germoplasma y micropropagacion. Entre las diferentes
técnicas, la micropropagacion ha sido utilizada en dife-
rentes cultivos, sobre todo en aquellos que usan la pro-
pagacion vegetativa, como sistema de multiplicacion.

De acuerdo a Giacomelli (1982) la pifia es una planta
propagada vegetativamente, pudiéndose usar para la
plantacion mudas de varios tipos como: corona, hijuelo
y reventon o vastago. La disponibilidad de mudas es
un problema serio para los agricultores, y la calidad
puede estar comprometida por la posible aparicion de
fusariosis. Se pueden obtener mudas sanas y de buena
calidad fitosanitaria con el empleo de la técnica de
micropropagacion «in vifron, ademas de nuevos
genotipos con resistencia a la fusariosis, a través de la
separacion de las plantas que presenten el mayor nu-
mero de caracteristicas favorables en el momento de
la cosecha.

Ia;gmtgaaiéa Agrarta, vol. 9 4% 1

El presente frabajo fiene por objetive determinar ia tasa
de multiplicacion, utilizando diferentes dosis de auxinas
y citoquininas en medios sélido y liquido, de dos varie-
dades de pifia en cultivo «in vitrox.

MATeERIALES Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en Laboratorio de
Biotecnologia del Instituto Agronomico Nacional (IAN),
ubicado en Caacupé, Departamento de Cordillera, en-
tre los meses de Abril dei afio 2006 y Febrero del 2007.

Fueron multiplicadas dos variedades de pifia, Cayena
Lisa y Golden Sweet, se seleccionaron aquellas mudas
del tipo corona, que presentaban las mejores caracte-
risticas agronomicas, luego se eliminaron las hojas ex-
ternas vy la base de los tallos.

Se lavaron los tallos en una pileta con agua y detergen-
te, y se enjuagaron dejando correr el agua de la canilla
hasta eliminar totaimente el detergente. Luego se su-
mergieron los tallos en alcohol & 70 % por 3 segundos
y se enjuagaron ¢on agua destilada estéril. Se contintio
con la transferencia del material a hipoclorito de calcio
al 1 % y unas gotas de Tween 20 por 20 minutos, juego
se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, a

-partir de esta fase los trabajos posteriores se fievaron a

cabo en la camara de flujo laminar. Posteriormente, en
la camara de flujo laminar, se efectio la escisién de
las yemas axilares, que fueron extraidas con auxilio de
un bisturi de la porcion intermedia de los tallos, en for-
ma de piramide, preservando aproximadamente 2 mm
de tejido adyacente. Estas yemas fueron envueltas en
una gasa y sumergidas en hipoclorito de calcio al 1 %
por 10 minutos y se enjuagaron tres veces con agua
estéril. El medio de cultivo consistié en las sales basi-
cas de Murashige & Skoog (1862). Se suministraron
ademés; tiamina como fuente de vitaminas, acido
nicotinico, glicina, piridoxina, pantotenato de calcio,
sacarosa, mioinositol, y los reguladores de crecimiento
BAP y ANA. El pH fue ajustado en 5,7 y solidificado
Gon 7 gramos de agar, posteriormente se distribuyeron
en tubos de ensayo conteniendo 15 mil del medio de
cultive,

El medio fue esterilizado en autoclave durante 15 mi-
nutos a 120 °C y 1,5 atm de presion. Después de la
esterilizacion del material, los explantes fueron incuba-
dos en las siguientes condiciones: en camara de creci-
miento con 28° C de temperatura y 16 horas de luz. Se
realizaron 6 subcultivos (cambio a medio fresco) cada
15 dias durante tres meses aproximadamente.

Después del establecimiento del cultivo, los explantes
sobrevivientes de la primera etapa fueron subcultivadas
una vez gue alcanzaron 2 ¢m de longitud. Los medios
utilizados fueron sélido y liquido, v las concentraciones
de fitorreguladores fueron diferentes combinaciones de
Bencil Amino Purina (BAP) y Acido Naftaleno Acético
{ANA). Para el medio s6lido se utilizo Agar y el medio




El disefic experimental fue en Blogues Completos al  TABLA 2.

Tasa de rmuitiplicacion {(nimero de bro-

Azar en Parcelas y Sub-parcelas dividas, con tres re- tes por explante} a las ocho semanas
peticiones, en total se contd con 36 unidades experi- de inoculacién de dos variedades de
mentales (explantes regenerados de la fase de esta- pifia, en medios sélido y liquido MS, su-
blecimiento), los que se mantuvieron en la fase de plementado con BAP y ANA, en diver-
multiplicacién para luego medir ia variable (Tabla 1). sos {ratamientos.
TABLA 1- Tratamientos, estados fisicos del me- | Tramientes | (e | Varledad | G | vt por
dio, variedades y concentraciones de medto explante
hormonas, que fueron utilizados en la T, T Cayem Ty — 5
fase de multiplicacién, T S8lido Cayena BAP 1 y ANA 1 i
- T Sélide Cayena HBAP2 vyANA | 19
Tratamiento | Estado Variedad | Concentracién de T, Salide Golden Sin hormonas 1
fisico del hormonas {mg/l) Ts Sélido Golden - BAP 1 yANA 1 5
medic Tg Sélido Golden BAP2 v ANA T 7
T ey - T Liguido Cayena Sin hormonas 8
T Slido Cayena | Sin hormonas T Ligwido Cayena BAP 1y ANA 1 134
T, Solido Cayena j BAP1yANAL Ty Liguido Cayena BAP 2 yANA 1 93
Ts Solido Cayena | BAP2Z yANAL Tig Liguido Golden Sin hormonas 3
: Ty Liguido Golden BAP1yANAL 78
Ty Rélido Golden | Sinhormonas Ty Liguido Golden ;. BAP2 yANA 56
I Los mismos autores arriba mencionados reportaron para
,?5 ggﬁgz ggig‘;ﬂ ‘gg ; 4 ‘:1‘: i} las variedades de pifia Primavera y Perola, que el BAP
T6 {iauido Cayena | Sinb mmy pye fue efectivo para la proliferacion de los brotes, aunque
T: Tiquido Cayena | BAP 1 y ANA 1 utilizado en mayores concentraciones (5 mg/l), ademas
T, Liquide Cayena | BAP 2 yANA | de la adicion de ofros compuestos como ANA (2 mgfl) +
T Liquido Golden | Sin hormonas IBA (2 mg/) en medio MS en estado fisico solido. Al
Ty Liguido Golden | BAP1yANA I cabo de dos semanas obtuvieron una variacion de 1 a
Ti Liguido Golden | BAP2yANA | 3 brotes en ambas variedades.

Se pudo medir el estado fisico, la variedad y la combi-
nacién de concentraciones de Auxinas y Citoquininas
més eficientes. La variable evaluada fue el nimero de
brotes por explante,

Una vez agrupados los datos, estos fueron transforma-
dos con la formula ( V+ 1), y se procedit a realizar los
calculos del andlisis de varianza.

ResuLtapos v Discusion

En las Tabla 2 se notan los valores obtenidos en rela-
cidn a la tasa de multiplicacion de brotes (nimero me-
dio de brotes por explante), cultivados «in vifro».

£l tratamiento donde el estado fisico fue sdlido estacio-
nado, en concentraciones de 1 mg/l de la citoquinina
BAP v 1 mg/l de la auxina ANA, la tasa de multiplica-
cién obtenida fue de 11 y 5 brotes por explante, para
tas variedades Cayena Lisa y Golden Sweet, respecti-
vamente,

Entre los tratamientos de consistencia sélida, se obtu-
vo la tasa de multiplicacién mas elevada para la com-
binacion de 2 mg/l de BAP y 1 mg/l de ANA, totalizando
18 brotes para la variedad Cayena Lisa y 7 brotes para
Golden Sweet.

Casale & Garcia (1887) utilizando la variedad Espafo-
la Roja en medio MS sélido estacionado vy adicionando
2 mg/l de ANA + 2 mg/t de AIA + 2 mg/l de BAP; a las
dos semanas de la evaluacién observaron una media
de 3 brotes por explante.

Se observd que ambas variedades en estado sélido y
cuando no contenian en su composicion los
fitorreguladores mencionados, no presentaron o presen-
taron una baja tasa de multiplicacién, 0 y 1 respectiva-
mente {Tabla 1). La aparicion de brotes en Cayena qui-
z4s se deba a la presencia de los fitorreguladores en
forma enddgena en ia planta.

Los tratamientos de consistencia sdlida, mostraron ta-
sas de multiplicacidon marcadamente inferiores al esta-
do fisico liquido en agitacién.

La variedad Cayena Lisa obtuvo el mayor nimero de
brotes, en total 134, en estado fisico liquido, mantenido
en mesa de agitacion y en concentraciones de 1 mg/l de
la citoquinina BAP y 1 mg/l de la auxina ANA, mientras
que la variedad Golden Sweet, para la misma concentra-
cién de hormonas presentd 78 brotes por explante {Tabla
2}

Se observd una elevada tasa de muitiplicacién, aun-
que inferior al anterior, para el tratamiento, que consis-
ti6 en estado fisico liquido, en agitacion y con la con-
centracion de 2 mg/l de BAP y 1 mg/l de ANA, donde se
obtuvieron 93 brotes por explante para Cayena y 56
para Golden (Tabia 2).

Estos resultados fueron superiores a los encontrados
por Miranda (1996), que obtuvo una media de 11 bro-
tes por explante al cabo de 60 dias, utilizando medio
de cultivo MS liquido estacionado, adicionando 1 mg/fl
de ANA + 1 mg/l de BAP, en ia fase de multiplicacion,
para la variedad Cayena Lisa.
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Mogolion et al. (2004), trabajando con brotes de pifia
de la variedad Queen Australia, utilizando medio MS
liquido con la adicidn 0,01 mg/l de ANA+ 1 mg/! de BA
y coiccados en una mesa agitadora a 30 rpm, obtuvie-
ron una media de 39 brotes por explante, al cabo de
ocho semanas de inoculacion.

En este trabaio, con el tratamiento al cual no se adicio-
naron los fiterreguladores, donde la consistencia fue
fiquida y puesto en mesa de agitacion, se cbservo que
ia tasa de multiplicacién fue de 8 brotes por expiante
para Cayenay 3 para Golden {Tabla 2). Miranda {(1996)
trabajando con el mismo tratamiento, variedad Cayena
y medio liguido esfacionadc obtuve 1 brote por explante.
El Andlisis de Varianza (Tabla 3) mostrd diferencias
estadisticamente significativas para la variedad, el es-
tado fisico del medio y la concentracion de reguladores
de crecimiento.

TABLA 3- Cuadrados medios de los valores ob-
servados para Namero de brotes por
explante de pifia en etapa de multipli-
cacion «in vifro» en el instituto Agro-
nomico Nacionales la ciudad de
Caacupé, Departamento Cordillera,
2006/7.

Fuente de Fe Ft

variacion
Repeticion 5.921% 0.009
A% 7.101 * 0.014
E 103,176+ 0.000
C 45.779%* 0.000
VxC 1.276ns 0.299
VxE 1.919ns 0.180
ExC | 17.553%* 0.000
VxExC | 0.093ns 0.912

® = significativo al 5 % de probabilidad, ™= no significativo
V = Variedad; E = Estado fisico def medio; C = Concentracion de
Reguladores de Crecimiento

L.os andlisis estadisticos realizados, demostraron que
hubo diferencias significativas para la interaccion «£s-
tado Fisico del Medio x Concentracion de Regulfado-
res de Crecimiento» (Tabla 3). £n la etapa de multipli-
cacién «in vitro» de la pifia, la asociacion, en las mis-
mas concentraciones de auxinas y citoquininas mues-
tran un efecto sinergistico, para promover la forma-
cién de brotes.

Estos resuitados refuerzan el concepio de gue la
interaccion entre los reguladores de crecimiento hacen
que la pifia sea considerada una de aquellas plantas
que, para una mayor proliferacion de brotes, sea trata-
da como dependiente no soio de las citoquininas, sino
también de las auxinas. Ademas, otros investigadores
corno Miranda (1986), refuerza la hipotesis de que la
multiplicacion de brotes «in vitro» puede ser maximizada

con &l empleo del conjunto de dos o mas grupos de
reguladores de crecimiento,
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FIGURA 1- Relacién entre la concentracién de hor-
monas y el nimero de brotes por
explante en funcion al estado fisico del
medio.
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m 1 = Estado Sélido del medio; m 2 = Estado Liquido del medio

En relacion al estado fisico del medio, se ohservé que
el medio liquido proporciona un niimero medio de nue-
vos brotes mayor que el medio solide (Figura 1), favo-
reciendo los procesos organogenicos en la pifia, coin-
cidiendo con Casale & Garcia (1987), quienes mencio-
nan, que el proceso de multiplicacion se ve favorecido
por la utiizacion del medio {iquido, quizé esto se deba
a la gran capacidad gue tiene la pifa, y las bromeiias
en general, para absorber agua y nutrientes por los
tricomas de la hojas.

l.a tasa de multiplicacion también fue favorecida por la
utilizacion de la mesa agitadora, coincidiendo con la
experimentacion de Rangan, mencionadoe por Miranda
(1996), quien afirma que la agitacién de frascos conte-
niendo el medio de cultivo en estado liquido durante el
crecimiento, promueve el aumento del nimero de bro-
tes formados en pifia, comparandolo cor agueltos man-
tenidos en medios sdlido v liquido estacionaric.

CONCLUSIONES

Se logro una alta tasa de multiplicacion clonal de las
variedades Cayena Lisa y Golden Sweet, obteniéndose
134 y 78 brotes por explante respectivamente.

La multiplicacion «/n vitro» de la pifia fue optimizada en
medio liguido con agitacion a 50 rpm.

Se estimuia I3 brotacidon, con todas las combinaciones
de los reguladores de crecimiento, especialmente en la
combinacion de 1 mg/l de la citogquinina (BAP) y 1 mg/
| de la auxina (ANA).
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