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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cajamarca con el objetivo
de determinar el efecto de la citocinina y auxina en la organogeénesis directa in vitro de
Ananas comosus L. Merr, var. “Roja Trujillana”. Involucrd dos fases: multiplicacion
de brotes y enraizamiento. Se utilizé el disefio completo al azar (DCA), bajo arreglo
factorial 3x3, con nueve tratamientos, y siete repeticiones. Se utilizo la prueba de rango
multiple de Duncan al 5 % de probabilidad. En la multiplicacion de brotes se utilizo el
medio Murashige y Skoog (M.S.) 1962, con kinetina (KIN) 0, 8 y 16 mg-L! y 6-
benzylaminopurina (BAP) 0, 2 y 4 mg-L™. El tratamiento T5 (M.S. + 8 mg-L™* KIN + 2
mg:-L* BAP), permitio obtener el mayor nimero promedio de brotes por plantula: 108.
Con el tratamiento T1 (M.S. + 0 mg-L* KIN + 0 mg:L™* BAP), se logrd la mayor longitud
promedio de brotes: 5 cm/plantula. En el enraizamiento, se usd: M.S. 1962 con acido a-
naftalenacético (ANA): 0, 2y 4 mg-L y &cido indol-3-butirico (AIB): 0, 2y 4 mg-L™.
Con el tratamiento T9 (4 mg-.L!ANA + 4 mg-LAIB), se obtuvo el mayor nimero
promedio de raices: 14 raices/plantula. Con el tratamiento T2 (M.S.+ 0 mg-L™* ANA +

2 mg-Lt AIB), se obtuvo la mayor longitud promedio de raiz: 2,49 cm/plantula.

Palabras clave: reguladores de crecimiento, 6-benzylaminopurina, kinetina, acido

indol-3-butirico, acido a-naftalenacético, Murashige y Skoog 1962.



ABSTRACT

The present investigation was carried out in the Laboratory of Plant Biotechnology of the
Faculty of Agrarian Sciences of the National University of Cajamarca in order to determine
the effect of cytokinin and auxin in the direct in vitro organogenesis of Ananas comosus L.
Merr, var. "Red Trujillana”. Involved two phases: multiplication of shoots and rooting. The
complete randomized design (DCA) was used, under 3x3 factorial arrangement, with nine
treatments, and seven repetitions. The Duncan multiple range test was used at 5 %
probability. The Murashige and Skoog (M.S.) 1962 medium was used in the multiplication
of shoots, with kinetin (KIN) 0, 8 and 16 mg-L™* and 6-benzylaminopurine (BAP) 0, 2 and 4
mg -L. The treatment T5 (M.S. + 8 mg-L* KIN + 2 mg-L* BAP), allowed to obtain the
highest average number of shoots per seedling: 108. With the treatment T1 (M.S.+0 mg-L !
KIN + 0 mg-L*BAP), the highest average length of shoots was achieved: 5 cm/seedling. In
the rooting, the following was used: M.S. 1962 with a-naphthaleneacetic acid (ANA): 0, 2
and 4 mg-L* and indole-3-butyric acid (AIB): 0, 2 and 4 mg-L™. With the T9 treatment (4
mg:LT ANA + 4 mg-LAIB), the highest average number of roots was obtained: 14
roots/seedling. With the treatment T2 (M.S. + 0 mg-L™* ANA + 2 mg-L? AIB), the highest
average root length was obtained: 2,49 cm/seedling.

Key words: growth regulators, 6-benzylaminopurine, kinetin, indole-3-butyric acid,

1-naphthaleneacetic acid, Murashige and Skoog.



CAPITULO |
INTRODUCION

La pifia, Ananas comosus L. Merr., se propaga por métodos asexuales, sin embargo, la
principal limitante para la ampliacion de las &reas cultivadas no solo esté asociada con los
defectos en la identidad genética y sanitaria de los hijuelos, sino principalmente al
prolongado tiempo para producirlos, pues en promedio toma 24 meses contados a partir
después del inicio del ciclo de vida de la planta (Uriza 2011). Es un cultivo comercial de
elevada demanda en los mercados nacional e internacional por la calidad de sus frutos. En
el Peru, las mayores areas cosechadas se ubican en las regiones Junin, La libertad y Loreto,
con 309 916; 25 475y 17 472 t de fruta producida (Compendio Estadistico Peru 2014). A
nivel nacional se cultivan 14 740 ha, y por lo tanto, existe una demanda aproximada de 737
millones de hijuelos por afio, cuya procedencia no garantiza la calidad genética y sanitaria
de los cultivos. En consecuencia, es necesario buscar nuevos métodos de propagacion, que
permitan acelerar la produccion de propagulos para su posterior siembra en campo, entre
los cuales, la técnica de cultivo in vitro que, si bien permite mejorar sustancialmente el
proceso de multiplicacion de genotipos previamente seleccionados en campo, aun tiene
componentes que deben ser definidos para lograr mayor eficiencia en la produccion de

plantulas in vitro de pifia.

Diversas investigaciones se han realizado para utilizar las ventajas del cultivo in vitro en
el campo agricola, particularmente para mejorar la eficiencia de los métodos de
propagacion de la pifia. Majid et al. (2013) determiné que la fuente de explantas es
importante en el proceso de multiplicacion in vitro de pifia, siendo los més calificados los

segmentos de tallo, sobre todo si se los somete al efecto de la kinetina.

Haya (2004), destaca la importancia de la suplementacién del medio de cultivo
Murashige y Skoog (M.S.) 1962, con 2 mg-L™ de 6-benzylaminopurina (BAP) y 2 mg-L™*
de acido a-naftalenacético (ANA), para alcanzar un 90 % de diferenciacion de yemas de

pifia.



Otros investigadores como Mogolldn et al. (2004), lograron una multiplicacion de brotes, en
los cultivares: “Queen Australia” con 1 mg-L™ BAP y 0,01 mg- L'? ANA; “Tabe Cana”,
“Eruwa cana” y “Gobernadora” con 5 mg-L? de tiamina y pH 5,4; independientemente de

las concentraciones utilizadas de auxina y citocinina.

La micropropagacion in vitro de pifia, se realiza en medio de cultivo semisélido y liquido
(Etienne y Berthouly 2002). En medio semis6lido se puede obtener 13,6 brotes en cinco
meses, a partir de la siembra de yemas axilares (Majid et al. 2013), 31 brotes en cuatro
semanas, a partir de la siembra de brotes (Zuraida et al. 2011), y 6 000 brotes en ocho
semanas, a partir de la siembra de 120 brotes en un biorreactor de 10 L (Escalona et al.
1999).

El problema de los 24 meses que debe transcurrir para producir hijuelos de pifia sin defectos
de identidad genética, encontraria solucion mediante la propagacion in vitro, una
tecnologia que permite su rapida multiplicacion de plantas. Sin embargo, el éxito de esta
técnica a escala comercial depende de su adecuada implementacion y obtencion de una
alta tasa de sobrevivencia de las plantas obtenidas, siendo por lo tanto necesario estudiar
sus exigencias de manejo in vitro, nutricionales y hormonales a fin de establecer un
protocolo para incrementar su multiplicacion y enraizamiento. Lo expuesto anteriormente,
evidencia que los métodos y técnicas de micropropagacion in vitro deben ser ajustados a
las exigencias de cada variedad de pifia, tal es el caso de la variedad ‘“Roja Trujillana”,

razdn por la cual se inicié la presente investigacion con los siguientes objetivos:



1.1. Objetivo general
Determinar el efecto de la citocinina y auxina en la organogénesis directa in vitro de

Ananas comosus L. Merr, var. “Roja Trujillana”.

1.2. Objetivos especificos
1. Determinar el efecto de la dosis de la 6-bencilaminopurina (0, 2 y 4 mg-L™) y
kinetina (0, 8 y 16 mg-L™) en el nimero y longitud de brotes, a partir de la siembra
de segmentos in vitro de tallo de 4 mm de longitud, en la etapa de multiplicacion

de brotes.

2. Determinar el efecto de la dosis del acido a-naftalenoacético (0, 2y 4 mg-L™Y)y
acido indol-3-butirico (0, 2 y 4 mg-L™) en el nimero y longitud de raices, a partir
de la siembra de esquejes in vitro de 5 cm a 6 cm de longitud, en la etapa de

enraizamiento.



CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes tedricos de la investigacion en pifia

2.1.1. En la etapa de multiplicacion de brotes

En la Tabla 1, observamos resultados de investigaciones en el cultivo in vitro de pifia

Ananas comosus L. Merr, en medio de cultivo semisélido y liquido, los cuales

contienen M.S. 1962, suplementado con fitorreguladores: kinetina (KIN), 6-

benzylaminopurina (BAP), a-naftalenacético (ANA) y pacrobutrazol (PBZ).

Tabla 1. Resultados de cultivo in vitro en Ananas comosus L. Merr.

Medio Explantainicial ~ Fitorreguladores Tiempo Resultados Autor
(mg-L™)
Semisolido  brote 2 BAP 2 meses 16,8 brotes Haya 2004
brote 1 KIN 2 meses 18,6 brotes Majid et al. 2013
yema axilar 1,5 BAP 5 meses 30,3 brotes Velasquez et al.
1994
yema axilar 2,5 BAP 5 meses 35,94 brotes Velasquez et al.
1994
plantulas in vitro 3,5 BAP 2 meses 12,13 brotes Saucedo et al. 2008
Liquido brote 1 BAP 1 mes 31 brotes Zuraida et al. 2011
brote 1 BAP 3 meses 204 brotes Zuraida et al. 2011
yema axilar 1 BAP + 0,01 8 meses 38,6 brotes Mogolloén et al. 2004
ANA
brotesde 2 a 3 2,1 BAP +0,3 2 meses 6 000 brotes Escalona et al.

cm de longitud ANA
+1PBZ

1999**

** Escalona et al. (1999), usé medios de cultivo liquido en biorreactores.

2.1.2. En la etapa de enraizamiento

En pifia variedad "Queen Australia" a las cuatro semanas se logra 28,4

raices/explanta con M.S. + 2 mg-L* ANA. También se obtiene enraizamiento con

M.S., sin hormonas (Mogollon et al. 2004). En el ecotipo “Santa Rosa” el mayor

nimero y longitud de raices se registraron al emplear M.S. + 1 mg-L* ANA y 2

mg-L AIB, obteniendo 3,1 raices/explanta y una longitud de 7,2 cm; en la sexta



semana (Millones s.f.). Estudiando el ecotipo “Tabé Kiini”, con M.S. + 5 mg-L™* ANA
+2mg-LT BAP, se logr 5,54 raices por explanta, a los siete meses (Pineda et al. 2012).
El mejor enraizamiento ex vitro y aclimatacion se dio en la var. “Hawaiana”, sin la
adicion de hormonas, con un promedio en nimero de raices de 7,25 cm/explanta, y una
longitud de 3,35 cm/explanta. También hay enraizamiento con 50 mg-L* ANA, en la
var. Hawaiana, con una sobrevivencia de 93,75 %y 79,16 % para la var. “Champaka”
(Saucedo et al. 2008).

2.2. Bases teoricas

1. Origen y distribucién geogréafica de la pifia
La pifia, Ananas comosus L. Merr, es originaria de América Tropical especialmente de
Brasil y Paraguay (Montilla de Bravo et al. 1997), esta planta denominada ananas (fruta
excelente), en guarani; es originaria de Ameérica del Sur, en la regién que abarca el
Centro y Sureste de Brasil, Noreste de Argentina y Paraguay. Sin embargo, la mayoria
de las especies del género Ananas se han encontrado en la region de la Guyana, la que
se menciona como probable centro de origen. Pertenece a la familia de las Bromelidceas
(Baraona y Sancho 1991) y se propaga vegetativamente (Uriza 2011) a través de
hijuelos del tallo, del pedunculo y de la corona como se observa en la figura 1 (Munive
2015).

HOJA _

HIJUELO DE CORONA

PEDUNCULO

- -

HIUJUELO DE TALLO

Figura 1. Tipos de hijuelo utilizados en la propagacion de la pifia.



La pifia es un cultivo de importancia comercial, por la demanda de su fruto (Pineda et

al. 2012). La variedad “Roja Trujillana” es cultivada en la region de La Libertad, y se

caracteriza por presentar hojas lisas sin espinas, de color verde oscuro-rojizo, tiene

fruto de forma cilindrica, con muchos bulbillos en la base del fruto y pocos hijuelos; la

piel del fruto (céscara) a la madurez, presenta una coloracidn rojiza, la pulpa es de color

blanco crema y de buena consistencia, brix alrededor de 12, ligeramente acida; soporta

bien el almacenamiento y el transporte, la duracién de la pifia en anaquel es bastante

larga. La pifia es susceptible al dafio por “cochinilla harinosa” y “barrenador del fruto”
(PEPP s.f.).

2. Cultivo in vitro de plantas

Los explantas grandes, en campo, generalmente llevan consigo virus, viroides,

micoplasmas (Agrios 1998) hongos y bacterias (Bello et al. 2016, Kaneshiro et al.

2008), pero, gracias al cultivo de tejidos vegetales, se puede obtener millones de plantas

sanas e idénticas, libre de bacterias, hongos y virus, en tan s6lo unos meses, acelerando

y ampliando los limites del fitomejoramiento (Agrios 1998).

3. Ventajas del cultivo in vitro de plantas

a)
b)
c)

d)

9)

Incrementa en el nimero de plantas (Agrios 1998).

Permite obtener plantas dificiles de propagar en campo (Suarez y Quintero 2014).
Se puede simular las condiciones ambientales del campo en el laboratorio, como:
pH, temperatura, humedad, fotoperiodo (Mogollon et al. 2004).

En espacios de 1 m? se puede obtener 6 000 brotes de pifia, economizando tiempo
y recursos (Escalona et al. 1999).

Permite mejorar los protocolos de micropropagacion (Escalona et al. 1999).

Se puede obtener plantas en cualquier época del afio, almacenandolas en poco
espacio.

Es una herramienta para el fitomejoramiento, permitiendo esta técnica, la
propagacion de plantas en vias de extincion, asi como la clonacion de individuos

"glite" con desempefio agrondmico destacado, también permite esta técnica, la

6



produccion de semillas sintéticas, conservacion de germoplasma: material de un
conjunto de individuos que representa la variabilidad genética de una poblacion
vegetal, otra ventaja del cultivo in vitro es que se puede obtener metabolitos
secundarios, produccién de nuevos hibridos, mejoramiento genético de plantas,
germinacion de semillas, produccion de haploides y dobles haploides, y se puede
realizar estudios fisiolégicos de las plantas (Guadalupe 2016).

4. Desventajas del cultivo in vitro de plantas
a) Requiere personal especializado (CIAT 1991).
b) Las instalaciones y los reactivos de un laboratorio de cultivo de tejidos, son
costosos (CIAT 1991).
c) No todas las especies de plantas, son viables de propagar in vitro; algunas son
recalcitrantes, y cada especie requiere de metodos especificos.

d) La estandarizacion de protocolos resulta costosa (Guadalupe 2016).

5. Macro y micronutrientes
Las sales inorganicas proporcionan los macronutrientes, que incluye carbono (C),
hidrogeno (H), oxigeno (O), fosforo (P), potasio (K), nitrogeno (N),azufre (S), calcio
(Ca), y magnesio (Mg) y los micronutrientes tales como el hierro (Fe), cloro (ClI),
manganeso (Mn), boro (B), zinc (Zn), cobre (Cu), y molibdeno (Mo) (CIAT 1991).

6. Vitaminas en el cultivo in vitro de plantas
La tiamina, es la vitamina mas importante en el cultivo in vitro de plantas (Hurtado y
Merino 1991) y su uso varia de 0,1 a 0,5 mg-L, también se utiliza &cido nicotinico (0,5
mg-L™), piridoxina (0,5 mg-L™?), glicina (2 mg-L™?), myo-inositol (100 mg-L?), entre
otros (Hartmann y Kester 1995).



7. Medio de cultivo Murashige y Skoog (M.S.), 1962
En la Tabla 2, se aprecia los componentes del medio de cultivo M.S. 1962, para
micropropagar plantas (Etienne y Berthouly 2002).

Tabla 2. Medio de cultivo M.S. 1962, para cultivo de tejidos vegetales.

Componentes mg-L™*
Nitrato de amonio 1 650
Acido borico 6,20
Cloruro de calcio (anhidro) 332,2
Hexahidrato de cloruro de cobalto 0,025
Sulfato cuprico pentahidratado 0,025
Disodio EDTA dihidratado 37,26
Glicina 2,0
Sulfato de magnesio (anhidro) 180,7
Manganeso sulfato monohidratado 16,9
myo-Inositol 100
Acido nicotinico 0,5
Yoduro de potasio 0,83
Nitrato de potasio 1900
Fosfato de potasio monobasico 170
Clorhidrato de piridoxina 0,5
Molibdato de sodio dihidratado 0,25
Clorhidrato de tiamina 0,1
Sulfato de zinc heptahidrato 8,6

Fuente: Sigma-Aldrich (s.f.).

8. Fitorreguladores del crecimiento
Fichet (2017), menciona que los fitorreguladores permiten el funcionamiento normal de
una planta regulando las diferentes actividades de sus células, tejidos y érganos desde
la germinacién hasta la senescencia de la planta. Las principales caracteristicas de las
fitohormonas son las siguientes:
a) Facilitan la comunicacién entre células y coordinan sus actividades.
b) EI control de la respuesta hormonal se lleva a cabo a través de cambios en la

concentracion y sensibilidad de los tejidos.



c) Laregulacion que ejercen debe contemplarse desde la perspectiva de una interaccion
hormonal.

d) Una misma fitohormona puede sintetizarse en diferentes puntos de la planta.

e) Actuan sobre células vecinas sin haber transporte a larga distancia.

f) Una misma fitohormona actla sobre varios procesos y sobre un proceso especifico
actian muchas de ellas. Para ser considerada como hormona vegetal, la molécula
debe cumplir tres condiciones:

= Tener actividad en el crecimiento vegetativo.

= Ser de pequefio tamafio molecular.

= Conocerse su receptor: proteina a la cual se acopla la forma activa de una
hormona vegetal y permite la activacion de genes, en el nicleo de esa célula

en respuesta a esa sefial fitohormonal.

La actividad fisiologica de las plantas es regulada por fitohormonas, localizadas en
meristemas apicales y hojas jovenes. Entre otras fitohormonas, tenemos a las auxinas,

citocininas, y giberelinas (Hartmann y Kester 1995).

a. Auxinas
Grupo de reguladores del crecimiento de plantas que estimulan la division celular,
alargamiento, iniciacion de floracién (Zaid et al. 2004), diferenciacion celular (por
ejemplo, participan en la formacion de haces vasculares), son la sefial de dominancia
apical e inhibicion de la ramificacion lateral, crecimiento del fruto, y en diversos
tropismos: fototropismo y gravitropismo. Principal forma activa: &cido indolacético
(AIA) (Fichet 2017). Participan durante todo el ciclo de vida de las plantas, se
distribuyen dentro de los tejidos, lo que da lugar a procesos morfogenéticos. Los
gradientes de auxinas se establecen, principalmente, por medio del transporte polar
(Garay-Arroyo et al. 2014). La regulacion de auxinas en la planta incluye: (1) La
cantidad de auxina biolégicamente activa dentro de los tejidos que esta dada por la
expresion diferencial de los genes, tanto en tiempo como en espacio, que codifican para

receptores, transportadores y aquellos que participan en la sintesis de las auxinas; (2) La



capacidad de formar heterodimeros de las proteinas que participan en la via de
transduccion de sefiales lo cual aumenta la combinatoria de las mismas y, por lo tanto,
la regulacion de la expresion genética en respuesta a auxinas; (3) La localizacién
dindmica y polar dentro de la membrana plasmatica de algunos de los transportadores
de auxinas, lo cual permite que el flujo de las mismas se ajuste a diferentes condiciones
de crecimiento; y (4) Finalmente, la cantidad libre de auxinas que se modifica por
conjugacion y por compartimentalizacion. La comprension de como estos procesos se
acoplan para dar una respuesta diferencial de células y tejidos es uno de los principales

retos actuales en el desarrollo de las plantas (Garay-Arroyo et al. 2014).

Las auxinas que mas se utilizan en el establecimiento de los cultivos in vitro son: &cido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido 1-naftalenoacético (ANA), 4&cido 3-
indoleacético (AlA) y acido indol-3-butirico (AIB) (CIAT 1991).

b. Citocininas
Son reguladores de crecimiento de las plantas caracterizadas como sustancias que
inducen la division celular. Segun su concentracion estimulan el desarrollo del callo, y
brotes debido a que inhiben la dominancia apical (Majid et al. 2013), siendo las mas
usadas: kinetina (KIN), bencilaminopurina (BAP), y zeatina (ZEA) (CIAT 1991).

Hartmann y Kester (1995), mencionan que el control del cultivo in vitro de plantas, se
logra manipulando rangos de concentraciones entre auxinas y citocininas, los cuales se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Rangos de usos entre auxinas y citocininas.

Auxinas Citocininas
ANA: de 0,1 a 10 mg-L* KIN: de 0,1 a 10 mg-L™*
AlIB: de 0,1a10 mg-L* BAP: de 0,1 a 10 mg-L™*

2,4-D:de 0,05a0,5 mg-L*?
AlA: de 1a50 mg-L*?
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c. Giberelinas
Estén involucradas en la division y elongacion celular, crecimiento de frutos, desarrollo
floral (inhibicién de la floracién en frutal, pero induccién de la floracion en especies
anuales), crecimiento en longitud de la raiz principal e inhibicion de la ramificacién
radical, inhibicion del desarrollo de pigmentos en fruta, fotomorfogénesis y promocion
de la germinacién de semillas. Principales formas activas: GA1, GA2, GAs, GA4, GA7
(Fichet 2017).

9. Preparacion del medio de cultivo M.S. 1962

Para preparar un litro de medio de cultivo, primero se agrega 250 mL de agua destilada,
mientras se agita, se debe afiadir el producto en polvo M.S., sacarosa, agar, auxinas y
citocininas; disuelto los productos, se debe enrasar a un litro, ajustando el pH deseado,
con NaOH y HCI, calentando la solucidn hasta la claridad el agar, por Gltimo, dispensar
el medio de cultivo en recipientes, luego colocar en autoclave a una temperatura de 121

°C 0 15 psi, durante al menos 15 minutos (Sigma-Aldrich s.f.).

10. Etapas del cultivo in vitro de plantas

Hartmann y Kester (1995), sugieren cuatro etapas del cultivo in vitro de plantas:

desinfeccidn, establecimiento, multiplicacion de brotes y enraizamiento.

a. Desinfeccion
Hurtado y Merino (1991), recomiendan: (1) Lavar los explantas en la cAmara de flujo
laminar; (2) Sumergir los explantas, en alcohol al 70 % durante 30 segundos; (3) Pasar
los explantas, a la solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 2,5 % por 20 minutos;

(4) Enjuagar 3 a 4 veces con agua destilada esteril.

Garita y Gomes (2000), sugieren: (1) Lavar con agua y detergente las coronas de pifia
previamente deshojadas; (2) Sumergir y agitar dichas coronas en una solucion de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 1 % por 5 minutos; (3) Enjuagar las coronas con agua

destilada estéril tres veces; (4) Extraer yemas axilares bajo una camara de flujo
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laminar; (5) Sumergir las yemas axilares en la solucion de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 1 % por 20 minutos; (6) Enjuagar las yemas con agua destilada estéril.

Hartmann y Kester (1995), mencionan que los explantas son colocados en placas de
Petri, en la superficie de un medio de cultivo de agar, con sales basicas y azlcar, sin
hormonas. Si los explantas, presentan fenoles se debe afadir antioxidantes: carbon
activado, acido ascorbico, acido citrico, los cuales también, se pueden utilizar en el
lavado de los explantas. En las etapas iniciales del cultivo in vitro de plantas, es
recomendable cambios frecuentes de medios de cultivo: liquido o solido durante

varios dias, en las etapas iniciales del cultivo in vitro de plantas.

Majid et al. (2013), recomiendan remojar yemas axilares de pifia en solucién
antioxidante de acido citrico (150 mg-L?) y acido ascorbico (100 mg-L™?), luego
dejarlas en el refrigerador durante 24 horas para evitar la exudacién de compuestos
fendlicos, pasado este tiempo, retirar las yemas axilares del refrigerador, y
esterilizarlas con hipoclorito de sodio al 1,05 %, mas una gota de Tween 20, durante
15 minutos. Luego enjuagarlas con agua destilada estéril por 3 veces durante 15

minutos

Garita y Gomes (2000), obtuvo mayor sobrevivencia de brotes apicales de pifia (80,69
% promedio) con tiempos de inmersidn de 15 minutos en NaOCIl al 1 % de

concentracion.

b. Establecimiento
En esta etapa, se instala el explanta en el medio de cultivo in vitro con el fin de
inducir al desarrollo de brotes multiples para la multiplicacién posterior, lo cual
implica estimular la formacion de brotes axilares y la iniciacion de formacién de callo
en superficies cortadas (Hartmann y Kester 1995).
En pifia var. “Queen”, las yemas axilares rompen su latencia en un periodo de cuatro

a cinco meses con M.S. + 1 mg-L?* BAP (Majid et al. 2013), en el ecotipo “Eruwi
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Cana”, se obtiene un tamafo de brote de 4 mm de longitud, en cuatro semanas, con
M.S. + 1 mg-L? BAP + 0,5 mg-L™* ANA + 0,5 mg-L? AIB (Blanco et al. 2011), en
la variedad Champaka y Hawaiana el mejor medio de cultivo fue M.S. con 0,5 mg-L"
1BAP + 1 mg-L* AIB + 1 mg-L? ANA (Saucedo 2008).

c. Multiplicacion de brotes

En esta etapa, cada explanta desarrolla y forma un macollo de brotes, que salen de
una masa basal comun, expandida de tejido de tipo callo, esta estructura se divide en
propagulos, que se trasplantan en un medio de cultivo fresco. Se recomienda usar el
mismo medio de la etapa de establecimiento, pero a menudo se aumenta la
concentracion de citocinina. Es necesario, experimentar varias concentraciones de
reguladores de crecimiento, a fin de optimizar la tasa de multiplicacion y la
produccién de plantulas uniformes. El tamafio del explanta y la forma de cortarla y
separarla, varia de acuerdo a la especie, existiendo una masa critica de tejido que
debe alcanzar.

La colocacion de brotes alargados en posicion horizontal sobre el agar, funciona
como un tipo de acodamiento y a menudo estimula el desarrollo de brotes laterales
(Hartmann y Kester 1995).

d. Enraizamiento
En esta etapa se incrementan las concentraciones de auxinas y se reducen sales
inorganicas y citocininas (Hartmann y Kester 1995). Las sales se reducen a la mitad
de su concentracion original, la sacarosa se reduce a una concentracion final de 1 a 2
%. El uso de auxinas a elevadas concentraciones, inducen a la formacion de callos
en la base de las estacas, por lo cual es necesario optimizar los protocolos, impidiendo
su formacion. Puede realizarse en condiciones in vitro: medio de cultivo solidificado
con agar, y ex vitro: usando perlita y/o vermiculita, humedecidas con medio nutritivo

y agua (Olmos et al. 2010).
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11. Definicién de términos basicos

Agar: Polisacarido que, por sus propiedades gelificantes, se utiliza en la preparacion
de medios nutritivos para los cultivos. Se obtiene de la Rhodophyta: alga roja. Tanto
el tipo de agar como su concentracion pueden afectar al crecimiento y la apariencia

de los explantas cultivados (Zaid et al. 2004).

Apice: Parte de la raiz o tallo que contiene el meristemo apical o primario (Zaid et
al. 2004).

Callo: Masas no organizadas de celulas diferenciadas y no diferenciadas que se
dividen activamente a consecuencia de una herida o bien en un cultivo de tejido

mantenido en un medio provisto de factores de crecimiento (Zaid et al. 2004).
Dominancia apical: Fendmeno por el que la presencia de una yema terminal (apical)
en la rama de una planta inhibe el crecimiento de las yemas laterales (axilares) (Zaid

et al. 2004).

pH éptimo: pH caracteristico al que una enzima tiene actividad maxima (Nelson y
Cox 2009).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODO

3.1. Ubicacion geografica
La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Cajamarca (UNC), la cual
estd ubicada a 2703 m.s.nm. y 07° 8 LS y 78° 30’ LW. Durante el periodo
experimental (Noviembre 2016 — Agosto 2017) la temperatura promedio fue de 29 °C,
con una maxima de 34° C y minima de 24 °C. La humedad relativa promedio fue de
45 %, y el fotoperiodo fue regulado a 16/8 horas de iluminacion y oscuridad,

respectivamente.

3.2. Materiales y equipos de Laboratorio
Camara de flujo laminar (Cabina FLOW 100 H).
Autoclave, (PEMALOR).
Balanza analitica (OHAUS).
Agitador magnético marca (CAT M6/1).
Destilador de agua (CAT).
Horno esterilizador (MEMMERT).
Cocina eléctrica (GEOVANA).
Medio Murashigue & Skoog (1962) (CAISON) el cual se compro.
Reguladores de crecimiento: Kinetina (KIN), bencilaminopurina (BAP), acido
indolbutirico (AIB), &cido a-naftalenacético (ANA).
Acido clorhidrico (HCI) 1N.
Hidroxido de sodio (NaOH) 1N.
Hipoclorito de sodio (NaClO).
Alcohol etilico o etanol (C2HsOH) de 70 %.
Sacarosa (C12H22011).
Bacto-Agar (DIFCO).

Tubos de ensayo de (& = 12 mm) y 10 cm de altura, papel milimetrado.
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3.3. Material experimental
1. En la etapa de multiplicacion de brotes:
Material bioldgico: Segmentos de tallo de 4 mm de longitud.
Material quimico: Citocininas: KIN: 0, 8y 16 mg-L*y BAP: 0, 2y 4 mg-L™.

2. En la etapa de enraizamiento:
Material bioldgico: Esquejes in vitro de 5 cma 6 cm de longitud.
Material quimico: Auxinas: ANA: 0,2y 4 mg-L*y AIB: 0,2y 4 mg-L™.

3.4. Metodologia

a. Etapa de multiplicacion de brotes de pifia: En esta etapa se empled el medio de
cultivo M.S. 1962, hormonalmente enriquecido con citocininas: KIN y BAP. En el
primer mes, se emplearon segmentos de la base del tallo de 4 mm de longitud, con un
didmetro que varia de 2 a 6 mm, con tres a cuatro yemas axilares visibles, con y sin
yemas apicales, los cuales procedieron de plantulas in vitro de nueve meses de edad,
vigorosas y con una altura promedio de 12 cm. Los segmentos fueron sembrados en 3
mL de medio de cultivo, en tubos de ensayo de (@ = 12 mm, h = 10 cm). Pasados los
30 dias, cada segmento de tallo, fue sembrado en 30 mL de medio de cultivo, en
matraces de 125 mL. En el cuarto mes se procedié a cortar y separar los segmentos de
los tallos brotados, a fin de obtener esquejes, los cuales fueron sembrados en M.S. sin
reguladores de crecimiento y se esperd dos meses adicionales, hasta que obtengan una
altura aproximada de 5 a 6 cm. El medio de cultivo fue de consistencia semisolida
(Agar 6g-L, pH=5,7). Cada 30 dias se renovd los medios de cultivo (Figura 2).

b. Etapa de enraizamiento: Se emple6 M.S. hormonalmente enriquecido con auxinas
(ANA'y AIB). En el sexto mes, cada esqueje obtenido de la fase de multiplicacién, fue

sembrado en 50 mL de medio de cultivo, contenidos en matraces de 200 mL.
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El medio de cultivo fue de consistencia semisélida (Agar 6 g-L™), con un valor de

pH regulado a 5,7. Los explantas fueron asépticamente sembrados en los medios
previamente esterilizados y renovados cada 30 dias.
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Figura 2. Ciclo del cultivo in vitro de la pifia. 1: Segmentos de la base del tallo de 4
mm de longitud. 2: Brotes de un mes de siembra. 3: Brotes de cuatro meses

de siembra. 4: Brotes de seis meses se siembra. 5: Esquejes enraizados de
dos meses de siembra.
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Factores, niveles y tratamientos en estudio de la etapa de multiplicacion de
brotes:

Factor K: Kinetina (KIN)
ko: 0 mg-L*
ki: 8 mg-L*
k- 16 mg-L™*
Factor B: 6-benzylaminopurina (BAP)
bo: 0 mg-L*
bi: 2 mg-L*?
b2:4 mg-L*?

Tabla 4. Tratamientos en estudio para la multiplicacion de brotes.

Numero Clave Tratamientos
1 kO b1 0 mg-L*KIN + 0 mg-L" BAP
2 KO b2 0 mg-LKIN + 2 mg-L™* BAP
3 KO b3 0 mg-L"* KIN + 4 mg-L™* BAP
4 K1 bl 8 mg-L"t KIN + 0 mg-L™* BAP
5 K2 b2 8 mg-L"* KIN + 2 mg-L™* BAP
6 K3 b3 8 mg-L KIN + 4 mg-L™* BAP
7 K2 bl 16 mg-L* KIN + 0 mg-L™* BAP
8 K2 b2 16 mg-LTKIN + 2 mg-L BAP
9 K3 e3 16 mg-L"* KIN + 4 mg-L™* BAP

Se utilizo el disefio experimental completamente randomizado, bajo arreglo factorial

3x3, con nueve tratamientos y siete repeticiones.

18



El nimero de brotes del primer mes de siembra, se evalu6 mediante la observacion
directa en los tubos de ensayo. La longitud de brote se evaluo, sin extraerlos de los
tubos de ensayo, y se procedié a medir desde la base del brote hasta la hoja mas alta,

con la ayuda de una regla milimetrada, tal como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Brotes de pifia de un mes de siembra. De izquierda a derecha: Ay B:

evaluacion del nimero de brotes y longitud de brote.

En el cuarto mes de haber sido sembrado los segmentos de tallo, se cortd y se separd
los brotes in vitro con un bisturi (Figura 4). Los brotes fueron contados mediante la
observacion directa, y para saber la longitud de brote, se procedié como en el caso

anterior.

Figura 4. A: Brotes de pifia sin cortar. B: Brotes cortados de A.
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Factores, niveles y tratamientos en estudio de la etapa de enraizamiento
Factor A: Acido o-naftalenacético (ANA)

ao: 0 mg-L*

ai: 2mg-L?

a4 mg-L*
Factor B: Acido indol-3-butirico (AIB)

bo: 0 mg-L*?

bi: 2 mg-L*?

bz-4 mg-L™*

Tabla 5. Tratamientos en estudio para el enraizamiento.

Numero Clave Tratamientos
1 a0 bl 0 mg-L"*ANA + 0 mg-L* AIB
2 a0 b2 0 mg-L"*ANA + 2 mg-L* AIB
3 a0 b3 0 mg-L"*ANA + 4 mg-L* AIB
4 al bl 2 mg-LTANA + 0 mg-L*AIB
5 a2 b2 2 mg-LTANA + 2 mg-L"*AIB
6 a3 b3 2 mg-L*ANA + 4 mg-L AIB
7 al bl 4 mg-L*ANA + 0 mg-L* AIB
8 a2 b2 4 mg-L*ANA + 2 mg-L* AIB
9 a3 b3 4 mg-L"*ANA + 4 mg-L* AIB

Se utilizo el disefio experimental completamente randomizado, bajo arreglo factorial

3x3, con nueve tratamientos y siete repeticiones.
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En el segundo mes de siembra de los esquejes, las raices fueron contadas mediante
la observacion directa en la base de los matraces. La longitud de raiz se midié con
una regla milimetrada, desde la base del brote hasta el &pice de la raiz (Figura 5).

Figura 5. Medida de la longitud de la raiz (1).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Etapa de multiplicacion de brotes
1. Efecto de la dosis de la 6-bencilaminopurina y kinetina en el nimero de brotes
El analisis de varianza (ANOVA) de la Tabla 6, para el namero de brotes; al 1 %
de probabilidad, muestra que factor KIN es significativo; el factor BAP vy la
interaccion KIN x BAP son altamente significativos. Esto indica que los factores
actdan de forma conjunta, es decir que ambos producen un efecto significativo en

el nimero de brotes.

El elevado valor del coeficiente de variacion (CV = 39,04 %), indica la variabilidad
del material experimental derivado de un comportamiento desuniforme de los
tejidos y celulas que formaron parte de los explantas tras haber sido expuestos a
diferentes medios de cultivo y balances hormonales durante el proceso de

formacién de brotes.

Tabla 6. ANOVA para el efecto de la dosis de la 6-bencilaminopurina y kinetina
en el nimero de brotes.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculado p-valor

variacién libertad cuadrados medios

KIN (K) 2 9,35 4,67 3,981* 0,0448
BAP (B) 2 60,55 30,28 25,814**  0,0000
K*B 4 27,24 6,81 5,806**  0,0066
ERROR 13 15,25 1,173

TOTAL 20 115,67

*: significativo  **: altamente significativo
CV =39.04 %
En la Tabla 7, al realizar el analisis de varianza para los efectos simples de la dosis

de la 6-bencilaminopurina y Kkinetina en el numero de brotes, se encontro

significacion estadistica para el factor KIN con BAP a 2 mg-L? y 0 mg-L?, y
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altamente significativo a 8 mg-L?. Estos resultados indican que el nimero de
brotes esta afectado significativamente por la interaccién de los factores KIN*BAP,
determinandose que las mejores combinaciones son: 8 mg-L* KIN + 2 mg-L™
BAPy0 mg-L? KIN + 2mg-L" BAP (Figura 6).

Tabla 7. ANOVA para los efectos simples de la dosis de 6-bencilaminopurina y kinetina

en el nimero de brotes.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F calculado  p-valor

Variacion libertad cuadrados medios
KIN CON 0 DE BAP 2 1,76 0,88 0,46 ns 0,6466
KIN CON 2 DE BAP 2 27,51 13,755 7,20 * 0,0163
KIN CON 4 DE BAP 2 3,47 1,735 0,91 ns 0,4411
BAP CON 0 DE KIN 2 28,45 14,225 7,45 * 0,0149
BAP CON 8 DE KIN 2 50,88 25,44 13,32 ** 0,0028
BAP CON 16 DE KIN 2 8,47 4,235 2,22 ns 0,1713

ERROR 8 1,91

*:. significativo ~ **: altamente significativo  ns: no significativo

Al realizar la prueba del rango multiple de Duncan al 5 % de probabilidad, se
observa que con el tratamiento T5: 8 mg-L™? KIN + 2 mg-L™* BAP, se encontro el
mayor numero de brotes: 108 (Figura 6), este resultado se esperaba, porque las
citocininas segun su concentracion estimulan el desarrollo del callo y brotes, debido
a que inhiben la dominancia apical (Majid et al. 2013). EI T5 es estadisticamente
superior al resto de los tratamientos: con el tratamiento T2 (0 mg-L*KIN + 2 mg-L-
1 BAP) se encontré en promedio 36 brotes, este resultado es estadisticamente
inferior al resultado obtenido con Ts, y superior al resto de tratamientos. En los
tratamientos T3 (0 mg-LKIN + 4 mg-Lt BAP); Te (8 mg-L* KIN + 4 mg-L™ BAP)
y To (16 mg-Lt KIN + 4 mg-L* BAP) se presentaron callos friables con escasos
brotes. El tratamiento con el cual no se encontrd resultados fue el T4 (8 mg-L™ KIN
+0 mg-L? BAP).
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Figura 6. Numero de brotes obtenidos con por el efecto de KIN y BAP.

El tratamiento T5 (Figura 7) es inferior al obtenido por Zuraida et al. (2011), quien obtuvo:
204 brotes. Pero es superior a los resultados obtenidos por Saucedo et al. (2008) con 12,13
brotes, Haya (2004) con 16,8 brotes, Majid et al. (2013) con 18,6 brotes, Velasquez et al.
(1994) con 30,3 brotes, y Mogollon et al. (2004) con 38,6 brotes.

Figura 7. Segmento de tallo con el mayor brotamiento. A: Brotes del cuarto mes de
siembra, obtenidos con el tratamiento T5: 8 mg-L™* KIN + 2 mg-L BAP. B:
Brotes separados de A.
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. Efecto de la dosis de 6-bencilaminopurina y kinetina en la longitud de brotes.
En los resultados del analisis de varianza para el nimero de brotes (Tabla 8), se
encontr6 al 1 % de probabilidad, alta significacion estadistica para los efectos
independientes de KIN y BAP, pero baja significacion para la interaccion de los
factores KIN x BAP. Esto indica que los factores producen un efecto significativo
en la longitud de brote.

El alto valor del coeficiente de variacién (CV = 43,95 %), indica una marcada
diferencia en la respuesta de los explantas atn al mismo tipo de medio de cultivo o
tratamientos en estudio; y esto evidencia que a pesar que se realice una adecuada
seleccion y clasificacion de explantas en base a caracteristica externas, son las
celulas que en base a sus variaciones morfologicas, anatomicas Yy fisiologicas las
que de un modo determinante responden a los tratamientos aplicados y definen las
variaciones de la longitud del brote. En tanto que los tejidos y células de los
explantas son muchos y diversos, es justificable una respuesta desuniforme aun

dentro de los explantas sujetos al mismo tratamiento.

Tabla 8. ANOVA para el efecto de la dosis de 6-bencilaminopurina y kinetina en la

longitud de brotes.

Fuentede Gradosde Sumade Cuadrados F

variacién libertad cuadrados medios calculado p-valor
KIN 2 25,47 12,74 13,05** 0,0008
BAP 2 24,26 12,13 12,43** 0,0010

KIN*BAP 4 14,45 3,6125 3,63* 0,0343
Error 13 12,69 0,98
Total 20 76,87

*: significativo ~ **: altamente significativo

CV =43,95%
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En la Tabla 9, al realizar el analisis de varianza para los efectos simples de la dosis
de la 6-bencilaminopurina y kinetina en la longitud de brotes, se encontr6 alta
significacion estadisticas para el factor KIN con BAP a 0 mg-L?, y baja
significacion con 2 mg-L?. De igual forma, se encontré alta significacion
estadistica entre el factor BAP con el factor KIN, a0 mg-L™, pero baja significacion
con 8 mg-L? Lo cual indican que la longitud de brote, estd afectada
significativamente por el efecto de la interaccion de los factores: KIN*BAP (Figura
8).

Tabla 9. ANOVA para los efectos simples de la dosis de la 6-bencilaminopurina
y kinetina en la longitud de brotes.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F

variacién libertad cuadrados medios calculado p-valor
KIN CON 0 DE BAP 2 31,47 15,735 98,34** 0,000
KIN CON 2 DE BAP 2 1,53 0,765 4,78 * 0,043
KIN CON 4 DE BAP 2 0,86 0,43 2,69 ns 0,128
BAP CON 0 DE KIN 2 36,38 18,19 113,69** 0,000
BAP CON 8 DE KIN 2 1,69 0,845 5,28* 0,034
BAP CON 16 DE KIN 2 0,65 0,325 2,03 ns 0,193

Error 8 0,16

*: significativo ~ **: altamente significativo  ns: no significativo

Al realizar la prueba del rango maltiple de Duncan al 5 % de probabilidad, se observa que
con el tratamiento T1 (0 mg-L™* KIN + 0 mg-L* BAP) se encontré la mayor longitud de
brotes: 5 cm (Figura 8), los cuales presentaron raices. Este resultado se esperaba porque al
no haber presencia de citocininas en concentraciones inhibitorias de la dominancia apical,
la planta tiende incrementar su longitud, inhibiendo el desarrollo de las yemas axilares. El
T1 es estadisticamente superior al resto de los tratamientos. Con el tratamiento T2 (0 mg-L"
PKIN+2mg-LTBAP)yT5 (8 mg-L™* KIN + 2 mg-L™* BAP) se encontraron en promedio
de longitud de brote 3 cmy 2 cm, respectivamente, siendo estos resultados estadisticamente

iguales, pero inferior al T1 y superior al resto de tratamientos.
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El tratamiento con el cual no se encontro resultados fue el T4 (8 mg-L™* KIN + 0 mg-L™
BAP).
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Figura 8. Longitud de brotes obtenidos con la interaccién de factores KIN x BAP.

El tratamiento T1 (Figura 9) es superior al obtenido por Blanco et al. (2011) quien
obtiene un tamafio de brote, de 4 mm de longitud, a partir de la siembra de yemas
axilares de pifa ecotipo “Eruwd Cani”, después de permanecer cuatro semanas en
medios de cultivo semisdlido y liquido, los cuales contenian la mezcla de: M.S. con
1mg-LtBAP + 0,5 mg-L"t ANA + 0,5 mg-L* AIB.

Figura 9. Plantulas de pifia, con la mayor longitud de brote, obtenidas con el tratamiento
T1:0mg-LT KIN + 0 mg-L?! BAP.
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4.2. Fase de enraizamiento

1. Efecto de la dosis del acido a-naftalenoacético y acido indol-3-butirico en el
namero de raices.

Los resultados del analisis de varianza para el nimero de raices de la Tabla 10,
muestran alta significacion, al 1 % de probabilidad, para los efectos independientes
de ANA y AIB, y baja significacion estadistica al 5 % de probabilidad, para la
interaccion de los factores ANA x AIB. Este resultado indica que los factores acttan

de forma conjunta, en el proceso rizogénico expresado como nimero de raices.

El elevado valor del coeficiente de variacion (CV = 36,37 %), refleja el grado de
heterogeneidad de las células involucradas en el proceso rizogenico de cada explanta,
evento gque no ha sido posible controlar a través de los criterios de seleccion de los
explantas considerados en la presente investigacion.

Tabla 10. ANOVA para el efecto de la dosis del acido a-naftalenoacético y acido
indol-3-butirico en el nUmero de raices.

Fuentede  Grados de Sumade Cuadrados
F calculado p-valor

variacién libertad cuadrados medios
ANA 2 175,27 87,63 7,4** 0,0014
AlB 2 112,89 56,44 4,77** 0,0124
ANA*AIB 4 126,06 31,52 2,66* 0,0423
Error 54 639,43 11,84
Total 62 1053,65

*: significativo  **: altamente significativo
CV =36,37 %

En la Tabla 11, al realizar el analisis de varianza para los efectos simples en la
interaccion de la dosis del acido a-naftalenoacético y acido indol-3-butirico en el
namero de raices, se encontrd alta significacion estadistica, para el factor ANA con
AIB, a0 mg-L?y4 mg-L? De igual forma, se encontro alta significacion estadistica

entre el factor AIB con el factor ANA, a 4 mg-L™. Este resultado indica que el
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namero de raices, esté afectada significativamente por el efecto de la interaccion de
los factores ANA x AIB.

Tabla 11. ANOVA para los efectos simples, de la dosis del acido a-naftalenoacético

y &cido indol-3-butirico en el nimero de raices.

Fuente de Gradosde ~ Sumade  Cuadrados . ... 1240 p-valor

variacion libertad cuadrados medios
ANA CON 0 DE AIB 2 3,32 1,66 5,35 ** 0,008
ANA CON 2 DE AIB 2 1,02 0,51 1,65 0,204
ANA CON 4 DE AIB 2 4,48 2,24 7,23** 0,002
IBA CON 0 DE ANA 2 0,64 0,32 1,03 0,364
IBA CON 2 DE ANA 2 0,07 0,03 0,10 0,908
IBA CON 4 DE ANA 2 6,33 3,17 10,23** 0,000

Error 48 0,31

*: significativo  **: altamente significativo

Al realizar la prueba del rango multiple de Duncan al 5 % de probabilidad, observamos
que se han formado cuatro grupos (A, B, C, D). El grupo “A” formado por los tratamiento
To, Ts, Te, Ta 'y Tg, el nUmero de raices obtenidos con estos tratamientos oscila entre 10 y
14. El grupo “B” formado por los tratamientos Ts, Te, T4, Tg, T2 y T3z el promedio del
namero de raices obtenidos con estos tratamientos oscila entre 7 y 11raices. El grupo “C”
formado por los tratamientos Te, T4, Ts T2y Tz el promedio del nimero de raices obtenidos
con estos tratamientos oscila entre 7 y 11 raices. Finalmente el grupo “D” formado por los
To, T3, T1y T7 el promedio del nimero de raices obtenidos con estos tratamientos oscila

entre 6 y 8 raices (Figura 10).

Considerando el analisis de los efectos simples y la prueba de Duncan al 5 % de
probabilidad, se concluye que la mejor combinacion de los factores es 4 mg-L™? ANA + 4

mg-L* AIB, con los cuales se obtuvo el mayor niimero de raices (14).
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Figura 10. Numero de raices obtenidos con la interaccion de factores ANA x AIB.

El tratamiento T9 (Figura 11) arroja resultados superiores a los obtenidos por Pineda
et al. (2012) con 5,54 raices/explanta, Saucedo et al. (2008) con 7,25 raices/explanta,
pero inferiores a los obtenido por Mogollén et al. (2004) con 28,4 raices/explanta.

Figura 11. Raices con el mayor nimero, obtenidos con tratamiento T9:
4 mg-L"* ANA +4 mg-L* AIB.
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2. Efecto de la dosis del acido a-naftalenoacético y acido indol-3-butirico en la

longitud de raices

En los resultados del analisis de varianza de la Tabla 12, para la longitud de raiz, se
encontrd alta significacion estadistica al 1 % de probabilidad para los efectos
independientes de ANA y AIB, mas no para la interaccion de los factores ANA x
AIB. Este resultado indica que los factores acttian de forma independiente, es decir,
que los factores por separado producen un efecto significativo en la longitud de

raices.

El alto valor del coeficiente de variacion (CV = 28,82 %), indica que los criterios de
seleccion y uniformizacion de explantas utilizados, no han sido suficientes para
controlar los eventos celulares involucrados en el proceso rizogénico de los

explantas.

Tabla 12. ANOVA para el efecto de la dosis del &cido a-naftalenoacético y acido

indol-3-butirico en la longitud de raices.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
F calculado p-valor

variacién libertad cuadrados medios
ANA 2 10,73 5,37 16,52** 0,0001
AlB 2 16,72 8,36 25,74** 0,0001
ANA*AIB 4 2,99 0,75 2,3 ns 0,0701
ERROR 54 17,54 0,32
TOTAL 62 47,99

*: significativo ~ **: altamente significativo  ns: no significativo

CV =28,82%
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Al realizar la prueba del rango multiple de Duncan al 5 % de probabilidad para los
niveles del factor ANA (Figura 12), se observa que con el tratamiento T1: 0 mg-L*
ANA + 0 mg-LT AIB se encontrd la mayor longitud de raiz: 2,45 cm (Figura 13),
siendo este resultado estadisticamente superior al resto. Con 2 mg-L™* se encontro la
una longitud de raiz de 2,04 cm, este resultado es estadisticamente inferior al
encontrado con 0 mg-L™* pero superior al encontrado con 4 mg-L™* (1,44 cm).
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Figura 12. Longitud de raices obtenidas con los niveles del factor ANA.

Figura 13. Raices obtenidas con el tratamiento T1:

0 mg-L* ANA +0mg-L* AIB.
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Al realizar la prueba del rango multiple de Duncan al 5 % de probabilidad para los
niveles del factor AIB (Figura 14) se observa que con 2 mg-L™? y 0 mg-L* de AIB
se encontraron 2,49 y 2,18 cm de longitud de raiz, respectivamente, estos resultados
son estadisticamente superiores a la longitud de raiz obtenida con 4 mg-L* de AIB,
con el cual se obtuvo 1,27 cm.
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Figura 14. Longitud de raices obtenidas con los niveles del factor AIB.

Con el tratamiento dos (T2): 0 mg-L* ANA + 2 mg-L? AIB, se obtuvo la mayor
longitud de raiz: 2,49 cm (Figura 15). Este resultado es inferior al obtenido por
Millones (s.f.), quien obtiene en la sexta semana 3,1 raices/ explanta y una longitud de
7,2 cm, al emplear M.S. + 1 mg-L* ANAy 2 mg-L* AIB.

Figura 15. Raices con las mayores longitudes, obtenidas con el tratamiento T2:

0 mg-L* ANA + 2 mg-L* AIB.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. En laetapa de multiplicacion de brotes, al cuarto mes de siembra de bases de tallos
de 4 mm de longitud, con el tratamiento T5 (M.S. + 8 mg-L™* KIN + 2 mg-L'BAP),
se encontré el mayor nimero de brotes: 108 brotes/segmento de tallo. Con el
tratamiento T1 (M.S. + 0 mg-L? KIN + 0 mg-L* BAP), se obtuvo la mayor

longitud: 5 cm/brote.

2. En la etapa de enraizamiento, al segundo mes de siembra, los esquejes de 5a 6 cm
de longitud, con el tratamiento T9 (4 mg-L? ANA + 4 mg-L* AIB) se obtiene el
mayor numero de raices: 14 raices/plantula. Mientras que, con el tratamiento T2
(M.S. + 0 mg-L? ANA + 2 mg-L* AIB), se logré la mayor longitud de raiz: 2,49
cm/plantula.

3. Se recomienda investigar la propagacion de pifia con nuevas tecnologias.
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ANEXO 1. DATOS OBTENIDOS DE LA EVALUACION DE LOS BROTES

Tabla 13. Evaluaciones del niimero de brotes de un mes de siembra.

KIN 0 8 16

BAP 0 2 4 0 2 4 0 2 4
I 3 7 5 2 0 9 1 0 1
Il 1 5 2 2 3 10 3 1 0
Il 4 5 4 1 1 11 1 0 0
v 1 0 0 0 0 0 1 0 0
\ 1 0 0 2 0 0 0 0 0
VI 1 0 1 0 0 0 0 0 0
VIl 4 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 14. Evaluaciones de longitud de brotes de un mes de siembra, en centimetros

(cm).
KIN 0 8 16
BAP 0 2 4 0 2 4 0 2
I 0,5 0,8 0,8 0,2 0 0,8 0,5 0

I 1 0,7 0,7 0,4 0,8 1 0,4 0,5

4

0,5

0
1 0,5 0,7 0,7 0,4 0,5 0,8 0,7 0 0
(V4 0,5 0 0 0 0 0 0,3 0 0
Vv 0,8 0 0 0,4 0 0 0 0 0
VI 0,8 0 0,5 0 0 0 0 0 0
VII 0,3 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabla 15. Evaluaciones del nimero de brotes de cuatro meses de siembra.

KIN 0 8 16

BAP 0 2 4 0 2 4 0 2 4
I 4 22 1 0 0 9 1 0 18
1 3 71 5 0 108 3 2 10 0
Il 7 16 14 0 0 3 1 0 0
\Y 5 0 0 0 0 0 0 0 0
\ 8 0 0 0 0 0 0 0 0
VI 1 0 0 0 0 0 0 0 0
VIl 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 16. Evaluaciones de la longitud brotes de cuatro meses de siembra, en centimetros

(cm).
KIN 0 8 16
BAP 0 2 4 0 2 4 0 2 4
I 5 3,5 0,5 0 0 0,5 0,7 0 1,5
1 5 3 0,5 0 2 0,5 1 1,5 0
i 5,5 2 0,5 0 0 0,5 0,6 0 0
1\ 3 0 0 0 0 0 0 0 0
V 3 0 0 0 0 0 0 0 0
\A 6,9 0 0 0 0 0 0 0 0
VI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabla 17. Evaluaciones del niimero de raices de dos meses de siembra.

ANA 0 2 4
AlB 0 2 4 0 2 4 0 2 4
I 7 4 5 13 | 11 11 4 10 9
1 5 6 6 13 | 12 12 8 12 12
1! 6 12 8 7 13 12 5 16 16
v 6 11 6 11 10 11 4 8 17
V 7 8 17 6 12 10 2 3 11
VI 4 10 6 12 11 12 16 18 19
VIl 6 7 3 13 | 11 8 5 5 15
Tabla 18. Evaluaciones de la longitud de raices de dos meses en centimetros (cm).
ANA 0 2 4
AlIB 0 2 4 0 2 4 0 2 4
I 3 3,1 13 |13 ] 3 1 0,5 1,4 1,3
1 3 2 27 | 25| 3 1 2,3 2 0,8
i 2,5 3 2 2 | 25 1 1 1 0,7
1\ 2,5 2,5 15 | 25|25 0,8 0,7 3 0,5
V 2,8 3 2 23| 2 1 0,5 3 1,8
VI 3 2,5 15 |35 ] 22 1,5 2 2 0,8
VII 3,5 3,5 05 | 28|25 2 1,5 2,5 1
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Concentracion de BAP (mg L)

Concentracion de kinetina (mg.L™")

Figura 16. Efecto de la 6-benzylaminopurina (BAP) y kinetina (KIN) en los segmentos
de pifia de un mes de siembra.

Figura 17. Efecto de la 6-benzylaminopurina (BAP) y kinetina (KIN) en los segmentos
de pifia, de cuatro meses de siembra.
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Figura 18. Efecto del medio de cultivo M.S. en el crecimiento longitudinal y en el
enraizamiento de los brotes de pifia, de seis meses de siembra. En esta foto se
puede apreciar brotes enraizados, estas raices al momento de entrar en la etapa

de enraizamiento, tuvieron que ser cortadas y eliminadas, con el fin de
estandarizar el material.
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Concentracion de AIB (mg-L!)

Concentracion de a-ANA (mg-L1)

Figura 19. Efecto de la dosis de acido a-naftalenacético (a-ANA) y acido indol-3-butirico
(AIB) en el enraizamiento de esquejes de dos meses de siembra. Las fotos
fueron tomadas en la base de los matraces.
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Figura 20. Efecto de la 6-benzylaminopurina (BAP) y kinetina (KIN) en los segmentos de
pifia de cuatro meses de siembra para obtener callos friables. EI medio de

cultivo estuvo compuesto por la mescla del tratamiento T3: M.S. + 0 mg-L™*
KIN +4 mg-L* BAP.

Figura 21. Plantulas de pifia listas para salir a invernadero.
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FOTOS ADICIONALES COMO RESULTADO DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

Murashigue & Skoog velav
(1962) (CAISON) ¢ Autoclave

Figura 22. Material necesario para la iniciacion en el cultivo in vitro de plantas: A:
Murashige y Skoog 1962, marca “CAISON”. B: Autoclave. C: Camara de flujo
laminar.

Figura 23. Orden en la preparacion de los medios de cultivo. A: Magentas marcadas,
conteniendo tubos de ensayo, antes de la esterilizacion. B: Jeringas de 10 mL,
las cuales serviran para la distribucion de los medios de cultivo en los tubos de
ensayo de cada tratamiento. C: Jeringas de 1 mL y una de 10 mL para la
distribucién de las vitaminas y hormonas, las cuales estan sefialadas a fin de
evitar la alteracion de los tratamientos.
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Figura 24. Las botellas de vidrio que contienen las vitaminas y fitohormonas, tienen que
estar escritas en ellas su nombre y su concentracién. Las botellas que contienen
las fitohormonas tienen que ser de color ambar para protegerlas de la luz.

Figura 25. Para preparar un litro de medio de cultivo, primero se agrega 250 mL de agua
destilada, mientras se agita, afiadir el producto en polvo M.S.: 4,33 g-L-1,
sacarosa: 30 g-L-1, agar: 6 g-L-1, auxinas y citocininas de acuerdo los
tratamientos; disuelto los productos, se debe enrazar a un litro, ajustando el pH
a 5,7 con NaOH y HCI antes de agregar el agar. Luego se calienta la solucion
hasta la claridad el agar, por altimo, dispensar el medio de cultivo en recipientes,
luego colocar en autoclave a una temperatura de 121 °C o 15 psi, durante al
menos 15 minutos.
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Figura 26. Magentas conteniendo tubos de ensayo de los tratamientos. Las tapas de
aluminio que se encuentran en la parte inferior izquierda de la foto, tienen que
estar pre fabricadas, para ahorrar tiempo en el trabajo y guardadas en un envase.

Figura 27. Autoclave, el cual sirve para la esterilizacion de materiales y de los medios
de cultivo.
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Murashigue & Skoo v
(1962) ( AISON) ¢ Autoclave

Figura 28. Camara de flujo laminar en donde se realiza el trabajo de cortar y sembrar los
explantas de pifia, en condiciones estériles.

Figura 29. Vidrios estériles para poder colocar los explantas, en reemplazo de las placas
de Petri. Cada vidrio esta superpuesto uno encima del otro, separados por una
hoja de papel estéril.
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Figura 30. Vidrio estéril sobre un papel milimetrado, el cual sirvi6é para obtener las
medidas de los explantas de pifia. Este trabajo se realizé dentro de una camara
de flujo laminar.

Figura 31. Mangos Yy bisturis hechos con antenas, los cuales sirvieron para cortar los
explantas de pifia, y ubicaros en posicién vertical.
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