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Uso de microorganismos diazotroficos de vida libre durante
la etapa de adaptacion de plantulas de pifia
(Ananas comosus) propagadas in vitro
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RESUMEN

La muerte, durante la etapa de adaptacion de plantas propagadas in vitro, es uno de los problemas a resolver. Se piensa que
el empleo de microorganismos promotores del crecimiento de plantas pudiera revertir dicha problematica. En este trabajo se
estudié el efecto de la inoculacidn con microorganismos diazotroficos en la sobrevivencia, y caracteristicas morfologicas, de
plantulas de pifia propagadas in vitro, durante la fase de adaptacion (ex vitro). Las plantulas de pifia se obtuvieron por orga-
nogénesis de meristemos apicales de hijuelos vegetativos. In vitro, las plantulas se desarrollaron en el medio de cultivo de De
Fossard, a temperatura de 26 + 2 °C, humedad relativa de 80-90% y fotoperiodo de 14:10 h. Los brotes se desarrollaron en
8 semanas a partir de la siembra de los explantes. Previo a la etapa de adaptacion, y a la inoculacion con los microorganismos
diazotroficos, de las raices de las plantas se retiraron los restos del medio de cultivo mediante lavados con agua destilada
estéril. Las plantas se sembraron en un sustrato a base de fibra de coco, se inocularon con los diazotrofos 11B, PACHAZ008 y
PACHAZ013 (108 UFC/planta) y se colocaron en una casasombra. Noventa dias después de la inoculacion se evalud la longitud
del tallo, longitud de parte aérea, nimero de raices, nimero de hojas, peso seco y el porcentaje de supervivencia. Se encon-
tré mayor sobrevivencia en las plantas inoculadas con los diazotrofos que en las no inoculadas. En las variables morfoldgicas
estudiadas, las plantas inoculadas fueron superiores a las plantas no inoculadas.
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ABSTRACT

Through the stage of adaptation of plants spread in vitro, death is one of the problems to be solved. It is thought the emplo-
yment of plant promoting growth microorganisms that this problem could be solved. In this work, the effect of the inoculation
with diazotrophic microorganisms in the survival, and in the morphologic characteristics, during adaptation phase (ex vitro)
of in vitro propagates pineapple plantlets, was studied. The plantlets of pineapple were obtained by organogenesis of apical
meristems of vegetative buds. In vitro, the plantlets were developed in the De Fossard culture media, at temperature of 26 + 2
°C, relative humidity of 80-90% and photoperiod of 14:10 h. The buds developed in 8 weeks starting from the explants sows.
Previous to the stage of adaptation, and to the inoculation with the diazotrophic microorganisms, the remains of culture media
on the roots were removed by sterile distilled water washer. The plants were sowed in a coconut fiber substrate, inoculated
with the diastrophic 11B, PACHAZ008 and PACHAZ013 (108 UFC/plant) and placed in a shadehouse. Ninety days after the
inoculation, the longitude of the shaft, longitude of air part, number of roots, number of leaves, dry weight and the percentage
of survival were evaluated. Survival was higher in the plants inoculated with the diazotrophic that in those not inoculated. In
the morphologic variable studied, the inoculated plants rated higher to the not inoculated plants.

Key words: bacteria, inoculation, adaptation stage, plantlets.

INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus) es originaria de la
zona tropical de América del Sur. Es una plan-
ta monocotiledénea, herbacea, perenne y de
reproduccion, principalmente, asexual. Las va-
riedades que se comercializan en el mercado
internacional son Cambray (Milagrera), Cayena
Lisa (Hawaiana), Champaka y Golden Sweet o
MD2. En el afio 2008, en México esta planta se
sembrd en una superficie superior a las 29,000
ha (SIAP-SAGARPA, 2009).

Dado que el agricultor emplea hijuelos vege-
tativos para mantener la poblacion de las areas
establecidas y/o para abrir nuevas areas, las
plagas y enfermedades que atacan el cultivo de
pifia constantemente expanden sus fronteras.
Una alternativa para resolver dicha problemati-
ca es contar con material vegetal sano, de bajo
costo y en grandes cantidades. En este sentido,
la propagacién in vitro es una alternativa que
permite alcanzar tales metas. Esta biotecnolo-
gia ofrece diversas ventajas, entre las que se
encuentran la obtencién de plantas homogé-
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neas y libres de plagas y enfermedades (Lind-
sey y Jones, 1989). Sin embargo, en la fase de
adaptacion, y posterior transferencia de las plan-
tas al suelo, la muerte de individuos es el factor
negativo mas importante a considerar. En dicha
etapa las vitroplantas tienen escaso desarrollo de
la cuticula, las hojas son fotosintéticamente poco
activas y los estomas pueden ser disfuncionales
(Pierik, 1990; Roca y Mrognski, 1991). Se piensa
que una alternativa para mejorar la adaptacion y
el desarrollo de las vitroplantas de pifia es con el
empleo de bacterias promotoras del crecimiento
de plantas (BPCP).

Las BPCP promueven el crecimiento y desarro-
llo de las plantas mediante mecanismos directos
e indirectos. Entre los primeros se encuentra la
produccion de diferentes fitohormonas (auxinas,
giberelinas, citoquinas, etileno), la produccion de
acidos grasos, la fijacion de nitrégeno atmosféri-
co Y la solubilizacion y movilizacién de fosforo y
otros nutrimentos. Entre los Ultimos se encuen-
tran la produccion de antibidticos, liberacion de
enzimas (quitinasas y glucanasas) e induccion de
resistencia sistémica a virus, bacterias y hongos.

Las BPCP se han empleado en cultivos de maiz
(Reyes y Valery, 2007), trigo (Urzda y Tsuzuki,
1995), arroz (Rives, Acebo y Hernandez, 2007),
algododn (Ferrera-Cerrato, 1995), tomate (Santi-
llana, Arellano y Zuniga, 2005), papaya (Becerra,
2001), cafa de azlcar (Pérez y Casas, 2005),
lechuga (Diaz-Vargas, Ferrera-Cerrato, Almaraz-
Sudrez y Gonzdlez, 2001), sorgo (Toro, Bazd y
Lopez, 2008), entre otros cultivos.

En plantas propagadas in vitro Azcon, Palen-
zuela, Garcia y Barea (1999), Ovando-Medina,
Adriano-Anaya, Chavez-Aguilar, Oliva-Llaven,
Ayora-Talavera, Dendooven, Gutiérrez-Micelli
y Salvador-Figueroa (2007) y Gutiérrez-Miceli,
Ayora-Talavera, Abud-Archila, Salvador-Figue-
roa, Adriano-Anaya, Arias Hernandez y Dendo-
oven (2008) encontraron que la inoculacién con
microorganismos promotores del crecimiento de
plantas, durante la fase de aclimatacion, estimu-
16 el enraizamiento y el desarrollo de las plantu-
las, incrementd la resistencia al estrés bidtico y
abidtico y mejord la supervivencia en Citrur sp,
Alpinnia purpurata y Guarianthe skinnerii, res-
pectivamente.

Por lo anterior, el objetivo del presente tra-
bajo fue evaluar el efecto de la biofertilizacion
en la supervivencia y crecimiento de plantulas
de pifia propagadas in vitro durante la etapa de
adaptacion.

MATERIALES Y METODOS
Propagacion in vitro

Para la propagacion in vitro de plantas de pina de
las variedades Champaka y Cayena se emplearon
meristemos apicales de hijuelos de raiz, cultiva-
dos en el medio de De Fossard (De Fossard, 1976)
suplementado con bencilaminopurina (5 mglL-1 y
acido indol acético (1 mgL-1). Dicho medio se em-
pled tanto para la etapa de induccidn como para
la etapa de multiplicacion. Los frascos, con los
meristemos sembrados, se colocaron en un cuar-
to de incubacion con fotoperiodo de 14/10 h luz/
oscuridad, temperatura de 26 £ 2 °C, y humedad
relativa de 80-90%. A partir de la siembra de los
explantes, los brotes se desarrollaron en 56 dias.
En promedio se obtuvieron seis brotes por explan-
te. La etapa de elongacion de los brotes e induc-
cién de raices se realizo en el medio previamente
referido, sin la adicion de fitohormonas. Dicha
etapa dur6 21 dias. Finalizada la propagacién in
vitro, las plantulas se retiraron de los frascos y las
raices se lavaron con agua destilada hasta eliminar
los restos del medio de cultivo. Posteriormente, las
plantulas se sembraron, individualmente, en fibra
de coco estéril como sustrato.

Microorganismos empleados

Las cepas de bacterias empleadas fueron los dia-
zotrofos PACHAZ008, PACHAZ013 y 11B, de la co-
leccion del CenBio-UNACH. Los microorganismos
se crecieron, por 12 h, en caldo nutritivo a pH 7.0,
temperatura de 28 °C y agitacion de 200 rpm. Al
finalizar el tiempo de cultivo, la concentracion de
microorganismos se estimé mediante el método
del nimero mas probable.

Diseiio experimental

Para determinar el efecto de las diferentes cepas
de diazotrofos en la sobrevivencia y en el creci-
miento de las plantulas de pifia, se establecid un
disefio de bloques al azar de cuatro tratamientos
(las tres cepas de diazotrofos y el tratamiento sin
inocular) con 12 repeticiones. Cada tratamiento
estuvo constituido por 240 plantulas (20 por re-
peticion). En todas las plantulas se hicieron me-
diciones.

Inoculacion y condiciones de cultivo
en la etapa de adaptacion

Las plantulas, de los correspondientes trata-
mientos, se inocularon con 108 UFC planta-1.
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Después de la inoculacion, y con el fin de man-
tener alta humedad relativa, las plantulas se cu-
brieron con bolsas de plastico. Posteriormente
se colocaron en un cuarto de incubacion (foto-
periodo de 14/10 h luz/oscuridad, temperatura
de 26 £ 2 °C, y humedad relativa de 70-80%)
durante 21 dias. Para disminuir la humedad re-
lativa en el microambiente de las plantas, cada
tercer dia se realizd un orificio (5 mm de didme-
tro) en la bolsa de plastico. Asi mismo, cada 5
dias las plantulas se regaron con 5 mL de solu-
cion de sales de Hewit (Hewit, 1952). Concluida
la etapa de cuarto de incubacién, las plantulas
se trasladaron a una casasombra (cubierta con
malla de 50% de sombra) donde permanecieron
por 3 meses.

Variables determinadas

A todas las plantas sobrevivientes se les deter-
mind longitud del tallo, longitud de la 22 hoja,
numero de raices y nimero de hojas. Con las
sobrevivientes se calculd el porcentaje de so-
brevivencia. Es necesario anotar cuantas plan-
tulas se usaron para determinar cada variable
de respuesta.

Analisis de resultados

Los datos obtenidos se sometieron al analisis de
la varianza y donde hubo diferencias se empled
la prueba de Duncan (p < 0.05), empleando el
programa InfoStat version 2008.

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se muestran los valores de las
diferentes variables morfoldgicas determinadas a
las plantas de pifa, de las variedades Champaka

y Cayena, sobrevivientes al proceso de adap-
tacion. Independientemente de la variedad de
pifia. En general las plantas que recibieron las
diferentes cepas de diazotrofos mostraron mejo-
res caracteristicas morfoldgicas. En ese sentido,
las longitudes de los tallos de las vitroplantas de
pifia de la variedad Champaka y de la variedad
Cayena inoculadas con el diazotrofo 11B fueron
32% y 95%, respectivamente, mas grandes que
las plantas que no fueron inoculadas. Por su par-
te, las vitroplantas inoculadas con los diazotrofos
PACHASO008 y PACHAS013, aunque mas largas
que las correspondientes testigo, no fueron me-
jores que las que recibieron a la cepa 11B.

Respecto a la variable longitud de la 22 hoja
de las vitroplantas de pifa, no se encontrd dife-
rencia entre las variedades; sin embargo, fueron
las mas pequenas de todos los tratamientos.
Por su parte, la 22 hoja de la variedad Cayena
inoculada con el diazotrofo 11B fue 1.71 veces
mas larga que las de las plantas sin inocular. Asi
mismo, en las plantas de la variedad Champaka
las inoculadas con el diazotrofo PACHAZO008 se
encontré 49% mas longitud en este caracter
morfoldgico.

Con respecto al nimero de raices, en las vi-
troplantas de pifia de la variedad Champaka se
encontré que las inoculadas con el diazotrofo
PACHAZ013 tuvieron 27% menos cantidad de
raiz que las no inoculadas. Resultados contrarios
se observaron en las vitroplantas de la variedad
Cayena, donde las vitroplantas inoculadas con
los diazotrofos 11B y PACHAZO008 tuvieron, en
promedio, 67% mas raices respecto a las plan-
tas no inoculadas. Es importante notar que en-
tre las plantas no inoculadas se encontraron
diferencias entre las variedades de pifia, siendo
la variedad Champaka la que tuvo mayor nime-
ro de raices.

Cuadro 1. Valor promedio de longitud del tallo, longitud de la 22 hoja, nimero de raices y nimero de hojas en plantas de pifia,

sobrevivientes al proceso de adaptacion y aclimatacion

Longitud Longitud Numero de raices Numero de hojas
del tallo (cm) de la 22 hoja (cm)
Variedad

Tratamiento Ch Ca Ch Ca Ch Ca Ch Ca
Testigo 0.63 de 0.57 e 3.75¢ 3.75¢ 8.66 a 533 ¢ 12.83 cd 1141d
Diazétrofo 0.65 cde 0.76 bcd 5.58 ab 5.33b 8.08 a 8.50 a 17.08 ab 18.58 a
PACHAZ008

Diazotrofo 11B 0.83a 1.11a 5.33b 6.41a 7.83 ab 9.25a 19.08 a 15.33 bc
Diazotrofo 0.80 bc 0.64 cde 4.75b 4.75b 6.33 bc 5.50c 1533 bc  14.08 cd
PACHAZ013

Valores con diferentes letras dentro de una columna son significativamente diferentes (p< 0.05). Ch = variedad Champaka; Ca = variedad Cayena.
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Asi mismo, se encontrd que las vitroplantas
de la variedad Champaka inoculadas con el dia-
zotrofo 11B vy las vitroplantas de la variedad Ca-
yena inoculadas con el diazotrofo PACHAZ008
tuvieron 49% y 63% mas hojas que sus respec-
tivos tratamientos sin inocular.

Finalmente, en el Cuadro 2 se muestra el
porcentaje de vitroplantas de pifia sobrevivien-
tes al proceso de adaptacion y aclimatacion ex
vitro. En general, las vitroplantas inoculadas
fueron mas resistentes al proceso de adapta-
cion y aclimatacion. Asi, las vitroplantas de la
variedad Champaka inoculadas con el diazotrofo
PACHAZ008 tuvieron 31.6% mas sobrevivientes
que las no inoculadas. Por su parte, en la varie-
dad Cayena, la mayor cantidad de sobrevivien-
tes se encontrd en las vitroplantas inoculadas
con el diazotrofo 11B. En dicho tratamiento se
encontré 21.8% mas sobrevivencia que en las
plantas no inoculadas.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion
indican que la biofertilizaciéon tiene un efecto
positivo sobre el crecimiento y sobrevivencia de
plantulas de pifia variedad Champaka y Cayena.
Bashan (1996) menciona que los efectos posi-
tivos de la inoculacion de bacterias promotoras
del crecimiento de las plantas (BPCP) se refle-
jan en diversos parametros morfoldgicos de la
raiz, incremento en la longitud de raices late-
rales, incremento en el peso seco de la raiz, en
el nimero, densidad y aparicion temprana de
pelos radiculares, entre otros, y la estimulacion
de la exudacién radicular. Resultados similares
han sido reportados por diversos autores, los
cuales trabajaron con diversos tipos de micro-
organismos evaluados en cultivos diversos (Re-
yes y Gonzalez, 1995; UrzUa y Tsuzuki, 1995;
Diaz-Vargas, 2001; Ovando, 2005). En ese sen-
tido, Diaz-Vargas et al. (2001) mencionan que
los efectos mas sobresalientes de algunas ce-
pas bacterianas en plantas de lechuga (Lactuca

sativa L.) se deben a que posiblemente existid
un sinergismo entre el hospedante y los sim-
biontes, lo que permiti6 mejor absorcion de
nutrimentos esenciales, los cuales, junto con
las fitohormonas que producen los microorga-
nismos, provocan mayor desarrollo de la parte
aérea del cultivo y el aumento en el peso seco.
Por su parte, Jiménez et al. (2001) reportaron
que dicho efecto se debe a que estas bacterias,
ademas de proporcionar nitrégeno, modifican el
desarrollo de las raices y por tanto favorecen
la absorcidon de agua y de nutrimentos, lo que
se traduce en la acumulacién de materia seca.
Asi mismo, el comportamiento del diazotrofo
PACHAZ008 fue similar a lo encontrado por Be-
cerra (2001), quien determind el efecto de va-
rias cepas de diazotrofos, sobre el desarrollo de
plantas de papaya (Carica papaya), encontran-
do que dicho diazotrofo fue el que promovio el
mayor diametro de tallo y la mayor longitud de
las raices. Dicho autor atribuyd estos resultados
a la capacidad que estos microorganismos tie-
nen para sintetizar reguladores de crecimiento
(fitohormonas) involucrados en el crecimiento y
desarrollo de las plantas.

Por su parte, el menor efecto observado en
las vitroplantas de pifia inoculadas con el dia-
zotrofo PACHAZO013, contrario a lo encontrado
por Lopez (2002) en plantulas de maiz (Zea
mays), pudo deberse a la especificidad de las
cepas bacterianas. En este sentido, la natura-
leza y cantidad de los exudados de las raices
de las vitroplantas de pifia, o no fueron de la
calidad o no estuvieron en la cantidad necesaria
para estimular el metabolismo, o la colonizacion
de diazotrofo, situacion que ha sido prevista por
Rangel (1997). En este sentido Caballero-Mella-
do, Carcano-Montiel y Mascarua-Esparza (1992)
encontraron que el rendimiento de plantas de
trigo dependid de la cepa de Azospirillum bra-
silense utilizada. La posible especificidad entre
microorganismo y planta aln esta poco clarifica-
da y, como lo comentan Loredo-Osti, Lopez-Re-

Cuadro 2. Plantulas de pifia sobrevivientes (%) durante la etapa de adaptacion

Supervivencia (%)

TRATAMIENTO Variedad Champaka Variedad Cayena
Sin diazétrofo 64.6 d 75.6d
Con el diazdtrofo PACHAZ008 96.2 a 93.6 b
Con el diazétrofo 11B 92.3b 97.4 a
Con el diazdtrofo PACHAZ013 89.7 c 88.5¢

Valores con diferentes letras dentro de una columna son significativamente diferentes (p< 0.05).
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yes y Espinosa-Victoria (2004), existen muchas
preguntas pendientes de respuesta con relacion
a este tema.

Con respecto a la mejora en la sobrevivencia
de las vitroplantas con la adicion de los diazo-
trofos, se puede decir que es resultado de la
combinacion de todos los beneficios atribuidos,
previamente, a este tipo de microorganismos:
mayor disposicion de nitrégeno asimilable, mi-
nerales y nutrimentos, estimulacion del creci-
miento vegetal por las fitohormonas producidas
por los microorganismos, induccién de resisten-
cia e inhibicion del crecimiento de patdgenos.
Ademas de lo anterior, la mayor sobrevivencia
pudiera ser resultado de la induccion de mayor
tolerancia a estreses fisicos, como lo demostro
Lépez (2002), quien encontrd que las plantas de
maiz inoculadas con los diazotrofos 11B y PA-
CHAZ013 soportaron mejor el periodo de sequia
(7 dias) al que fueron sometidas. Podria ser que
dicho beneficio se debe a que las plantas ino-
culadas absorben, y retienen en su tejido, una
mayor cantidad de agua. Habra que estudiar si
dicho fendmeno se debe a la presencia de ma-
yor cantidad de aquaporinas o a la mejora en la
actividad de dichas proteinas.

De forma general se puede decir que la aso-
ciacion de los diazotrofos, sobre todo la 11B y
PACHAZ013, con las raices de las vitroplantas
resultd benéfico, ya que las plantas se adapta-
ron mejor al ser transferidas a condiciones de
casasombra.

CONCLUSIONES

El empleo de bacterias diazotroficas, y promo-
toras del crecimiento a plantas, en plantas pro-
pagadas in vitro de pifa permitié mejorar su
sobrevivencia en la etapa de adaptacion a con-
diciones de casasombra e influyd positivamente
en sus caracteristicas morfoldgicas. Los diazo-
trofos 11B y PACHAZ008 fueron los que tuvieron
el mejor efecto.
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