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Bromelia pinguin ha sido utilizada tradicionalmente por los campesinos para cercar los linderos en las fincas,
formando los setos vivos, los cuales impiden la entrada o salida de los animales. Su propagacion natural es lenta y
engorrosa, por lo que el objetivo del trabajo consistid en buscar un método biotecnolégico para propagarla. Para
esto se utilizaron yemas apicales, las cuales fueron implantadas en un medio basal MS (Murashige y Skoog,
1962) con las vitaminas del Bs (Gamborg, Miller y Ojima, 1968) suplementado con 2 mg/l de 6-BAP y 0,05 mg/l de
PBZ (paclobutrazol). Este medio resulté el mas adecuado para el establecimiento de las yemas. Como medio de
multiplicacion se empled este mismo, pero sin la adicidon del PBZ. El enraizamiento se obtuvo afiadiendo al medio
basal 0,5 mg/l de ANA. Los subcultivos se efectuaron cada 28 dias con un factor de multiplicacion de 6,2, aunque
en condiciones de biofabrica fue superior a 7. La adaptacion al suelo y posteriormente a campo tuvo una
supervivencia de aproximadamente el 100 %.
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Bromelia pinguin was traditionally used by farmers to enclose the limits of the farms, forming hedgerows which
prevent the entrance or setting of animals. It's natural propagation is slow so, a study was carry out in order to look
for a biotechnological method to propagate it. Apicals bud were used and these were introduced into a MS medium
(Murashige and Skoog, 1962) with vitamins of BS (Gamborg, Miller y Ojima, 1968) supplemented with 2 mg/l of 6-
BAP and 0,05 mg/l of PBZ (paclobutrazol). This medium was the most adequate for the establishment. This same
was used as multiplication medium without PBZ addition. The rooting was obtained with addition of 0,5 mg/I of ANA
to basal medium. The subcultures were each effected at 28 days with a multiplication factor of 6,2; though in
commercial laboratory scale it was superior to 7. The adaptation of soil and later to the field had a survival rate of
approximately 100 %.
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Desde tiempos inmemoriales los campesinos cubanos han utilizado la pifia ratén para cercar los linderos de sus
fincas, formando los denominados setos vivos, generalmente junto a otras especies vegetales como las de los
géneros Gliricidia y Erythrina, los cuales impiden la libre entrada y salida de los animales y representan un ahorro
significativo de alambres destinados para estos usos.

Sin embargo, durante los ultimos 30 afios los setos vivos se han ido sustituyendo por cercas con alambres de
puas y postes de hormigdn, lo que trae por consecuencia el encarecimiento de los sistemas de produccion.

En el contexto de la agricultura sostenible, este tipo de cercas con la inclusion de arboles forrajeros es una
valiosa opcion, maxime cuando se pueda manejar a la pifia raton sin riesgos para el hombre, dada su morfologia.

La pifa raton (Bromelia pinguin Lindl.) es una especie que pertenece a la familia de las Bromeliaceaes. Se
caracteriza por tener sus hojas coraceas, cuyos bordes poseen espinas curvas y en el extremo apical un mucron.
Su forma natural de propagacion es a través de los hijos basales.

Es por eso que la micropropagacién como biotécnica cobra cada dia mayor importancia en este tipo de cultivo
(Novak, 1991), por lo que el objetivo de este trabajo fue buscar un método biotecnoldgico que permitiera producir
un elevado numero de plantas en un breve tiempo, para satisfacer las necesidades de los ganaderos en cuanto a
las cercas de las areas perimetrales.

MATERIALES Y METODOS

Procedimiento. Se tomaron plantas jovenes de 20 cm de longitud aproximadamente, las cuales se lavaron con
suficiente agua corriente. Con cuidado se les retiraron las hojas coraceas, quedando el apice con bastantes hojas
no expandidas, las cuales se introdujeron durante un minuto en etanol al 95 % y por ultimo 20 minutos en
hipoclorito de sodio al 2 %. Entre cada paso de la desinfeccién se enjuagé con agua destilada estéril.



En el flujo laminar se extrajeron los apices, los cuales fueron nuevamente desinfestados con hipoclorito de
sodio al 1 % y antes de implantarse se lavo con agua destilada estéril.

El medio de implantacién tuvo diferentes combinaciones hormonales y se realizé6 en tubos de ensayo que
contenian 10 ml de medio (tabla 1).
Tratamientos. Se utiliz6 el medio basal formado por las sales organicas e inorganicas del MS (Murashige y
Skoog, 1962) suplementado con las vitaminas del Bs (Gamborg, Miller y Ojima, 1968) y las combinaciones
hormonales que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Combinaciones hormonales empleadas para la implantacion de los
apices de B. pinguin.

Tratamientos Combinaciones hormonales

MS + Vit B5 + 1 mg/l de 6-BAP

MS + Vit Bs + 1 mg/l de 6-BAP + 0,05 mg/l de PBZ
MS + Vit Bs + 2 mg/l de 6-BAP

MS + Vit Bs + 2 mg/l de 6-BAP + 0,05 mg/l de PBZ
MS + Vit B5 + 3 mg/l de 6-BAP

MS + Vit Bs + 3 mg/l de 6-BAP + 0,05 mg/l de PBZ
MS + Vit B5 + 5 mg/l de 6-BAP

MS + Vit Bs + 5 mg/l de 6-BAP + 0,05 mg/l de PBZ
MS + Vit Bs + 0,05 mg/l de PBZ
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Una vez implantados los apices, se incubaron en una camara de cultivo, con luz continua artificial y una
temperatura de 27°C. Los subcultivos se realizaron cada 28-30 dias.

Para el enraizamiento de las vitroplantas provenientes del tercer subcultivo se utilizaron las variantes que
aparecen en la tabla 2.

La adaptacion de las vitroplantas se realizé en naves con tejas translucidas y en canteros a raiz desnuda.
Como sustrato se utilizé cachaza totalmente descompuesta y arena de silice. El riego se efectué diariamente por
microaspersién y nebulizadores durante 15 minutos.

Tabla 2. Variantes utilizadas para la induccién de raices.

Variantes Medio de cultivo
A MS + Vit. Bs + 0,5 mg/l de ANA
B MS + Vit. Bs + 0,5 mg/l de AIB
C MS + Vit. Bs + 0,5 mg/l de AIA
D MS + Vit. Bs + 0,5 mg/l de ANA

AlB = Acido indol butirico
AlA = Acido 3-indol acético
ANA = Acido naftalacético

A los 90 dias se midi6 la altura de las vitroplantas en un disefio de bloques al azar con submuestreo y para
medir la tasa de crecimiento (cm/dia) se tomaron plantas que se agruparon en cuatro grupos segun su tamano
inicial: Grupo | de 4,7 a 6,5 cm; Grupo Il de 6,6 a 7,5 cm; Grupo lll de 7,6 a 8,5 cm y Grupo IV mayores de 8,5 cm.
La dinamica en altura fue medida a los 30, 60 y 90 dias en ambos tipos de sustrato.

Para el escalado de esta tecnologia, el cual se realizé en la biofabrica del Centro de Desarrollo y Produccién
Agricola de Santo Domingo, provincia Villa Clara, los apices se implantaron en el medio basal MS con las
vitaminas del Bs suplementado con 2 mg/l de 6-BAP mas 0,05 mg/l de PBZ. A los 28-30 dias se subcultivd en
medio fresco y posteriormente los brotes se plantaron en el medio de multiplicacién, reduciendo a 1 mg/l la
citoquinina y eliminando el PBZ.

Este trabajo se desarroll6 en pomos de cristal con 25 ml de medio de cultivo, 8 explantes/frasco y un
fotoperiodo de luz natural.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados en cuanto a la desinfeccion permiten plantear que esta fue eficiente, ya que se logré mas de un
90 % de explantes sanos, debido al encubrimiento foliar que presentaron los apices.

A los 30 dias se efectud el primer subcultivo en medio fresco, donde la proliferacion de brotes comenzé a los
10-15 dias después de este. La produccion total de vastagos en cada subcultivo se puede apreciar en la tabla 3.

Como se puede observar, las bajas concentraciones de citoquinina tuvieron un efecto benéfico sobre el
ahijamiento, aspecto que ha sido planteado por varios autores (Villalobos, Leung y Thorpe, 1984; Mesa,
Lajonchere y Prieto, 1995a), por lo cual es requerida por numerosos cultivos para este fin en concentraciones
definidas.

Las concentraciones por encima de 3 mg/l de 6-BAP sola o en combinacién con el PBZ no ejercieron influencia
sobre la brotacion y solo se observé un ligero incremento en la altura del apice. Sin embargo, en otros cultivos se
ha podido apreciar una proliferacién, incluso con concentraciones superiores a la antes mencionada (Thoruan-
Mathius, 1992; Mesa, Lajonchere y Prieto, 1995b), lo que demuestra la especificidad que tienen las diferentes
especies vegetales en cuanto a los requerimientos hormonales.

El mejor tratamiento de implantacion de los apices fue el de 2 mg/l de 6-BAP + 0,05 mg/l de PBZ, ya que
produjo una mayor cantidad de brotes, suficientes para comenzar la produccidon masiva de plantas. Se pudo
observar que en dicho medio y en los sucesivos subcultivos este caracter practicamente se inhibid, lo que indica
que no es posible multiplicar con el mismo.

Noétese que con concentraciones menores que 1 mg/l de 6-BAP, la produccion de brotes se mantuvo estable a
partir del segundo subcultivo, con un factor de multiplicacion de 6,2, el cual es satisfactorio para la
micropropagacion acelerada de cualquier especie.

Tabla 3. Producciéon de brotes con diferentes combinaciones
hormonales utilizadas.

Subcultivos

Tratamiento 1ero. 2do. 3ero.

1 7,33 5,72 5,68

2 0 1.60 1,53

3 11,50 2,71 2,12

4 16,00 2,92 2,40

5 4,00 1,60 1,42

6 0 0 0

7 0 0 0

8 0 0 0

9 0 0 0

El PBZ ha sido poco utilizado en el cultivo in vitro; sin embargo, se pudo observar que con la mejor
concentracion de citoquinina para implantar los apices, esta sustancia tuvo un efecto estimulador, resultados que
coinciden con los de Daquinta, Castillo, Rodriguez, Martinez y Benegas (1991) cuando lo emplearon en dos
variedades de Ananas comosus.

Esta sustancia, segun Torres Villegas y Lozoya Saldana (1991), es absorbida por cualquier érgano de la planta,
la cual se transloca hasta los puntos de crecimiento e inhibe la sintesis de acido giberélico, lo que trae consigo
una disminucioén en la tasa de division y expansién celular y reduce el crecimiento en altura, por lo que hay una
mayor estimulacion de las yemas basales para producir brotes.

En este trabajo la afeccion en altura no fue significativa, pero si la brotaciéon, como se puede apreciar en la tabla
3, fundamentalmente entre los tratamientos 2 y 4 con respecto al 1 y 3, los cuales tenian la misma concentracion
de citoquinina.

El factor de multiplicaciéon fue de 6,2 brotes/explante, o que permite obtener potencialmente por cada yema
implantada aproximadamente un cuarto de millén de vitroplantas en seis subcultivos, suficientes para plantar 93
km de cerca a una distancia de 30 cm entre plantas.

En cuanto al enraizamiento, en todas las variantes utilizadas se hizo evidente este proceso, aunque con 0,5
mg/l de ANA fue mas vigoroso y se manifestd en los primeros 7 dias de implantados los brotes en dicho medio de
cultivo.

Una vez que los brotes enraizaron, fueron trasladados al area de adaptacion. La supervivencia fue de 100 %. El
proceso de endurecimiento de la cuticula demord 3 meses.



El crecimiento en altura a los 90 dias se expresa en la tabla 4. Se pudo observar que tanto en la arena de silice
como en la cachaza las vitroplantas crecieron normalmente, pero este fue superior en la cachaza, cuestion que es
I6gica dados los nutrimentos que aporta la misma.

En la arena, aunque el crecimiento fue menor, se observd que al final de los 90 dias las vitroplantas
presentaron sintomas de deficiencia mineral, fundamentalmente de N, dada la clorosis tan acentuada que
tuvieron. No obstante, en cuanto se sembraron en el campo hubo una total recuperacion.

Tabla 4. Crecimiento en altura (cm) de las vitroplantas.

Sustrato Media
Arena 16,0150°
Cachaza 21,8000°

ES+ 2,05**

a,b Valores con superindices no comunes difieren
a P<0,05 (Duncan, 1955)
** P<0,01

En las figuras 1 y 2 se puede observar la tasa de crecimiento diario, donde el sustrato con cachaza tuvo la
mayor pendiente, y que independientemente del tamafio hubo crecimiento apreciable de las vitroplantas.

Con respecto al escalado, se pudo observar que el factor de multiplicacién se incrementé a 7, motivado quizas
por el fotoperiodo de luz natural, el cual beneficia la multiplicacion en muchos cultivos de importancia agricola
comercial, segun lo planteado por Pérez Ponce, J.J. (comunicacion personal); en ello también pudo influir la
sustitucion de los tubos de ensayo por frascos de cristal, donde los brotes disponian de un area vital mayor para la
absorcion de los nutrimentos a través de sus tejidos. Scocchi, Galdeano, Rey y Mroginski (1995) plantean al
respecto que el tamano del frasco tiene una gran importancia, ya que es posible que un factor relacionado con la
fase gaseosa del cultivo influya en este comportamiento.
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Fig. 1. Tasa de crecimiento de vitroplantas de Bromelia pinguin
en fase de adaptacién, segin el tamafio inicial.
Sustrato de cachaza.
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Fig. 2. Tasa de crecimiento de vitroplantas de Bromelia pinguin
en fase de adaptacién, segun el tamafio inicial.
Sustrato de arena de silice.

Se puede concluir que esta especie es muy ddcil a la micropropagacion a partir de apices, con un factor de
multiplicacion tal que permite obtener un gran nimero de plantas en un breve periodo de tiempo.
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