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RESUMEN: Los recursos fitogenéticos para la alimentación y la agricultura (RFAA) 
constituyen un recurso de enorme importancia social, económica y ambiental. Su 
conservación permite preservar determinados genotipos o poblaciones y sus diversas 
combinaciones de genes. Los resultados que se obtuvieron presente investigación son un 
aporte al conocimiento y a la conservación de los recursos fitogenéticos de piña en Cuba. 
Se demostró la amenaza de pérdida de diversidad genética a la que está sometido el 
germoplasma de piña, sobre todo los cultivares 'Piña Blanca', 'Cabezona' y 'Cayena lisa 
de Oriente'; a partir de la escasa diversidad morfológica y molecular entre y dentro de los 
cultivares de los tres grupos horticulturales representados en el país, así como los 
problemas de manejo fitotécnicos del cultivo, debido a la carencia de información, por lo 
que se elaboró un Folleto como Instructivo Técnico para la ayuda a los productores. Se 
informan por primera vez para piña en Cuba un Listado de Descriptores Mínimos 
morfoagronómicos que facilitará los trabajos de caracterización, el diseño de nuevos 
cebadores SSR para estudios de diversidad genética de la especie y la creación de una 
Colección Núcleo en la que está representada la mayor variabilidad del germoplasma 
presente en el país. Los resultados alcanzados permitieron proponer acciones para 
minimizar la pérdida de la diversidad y recuperar el germoplasma, alternativas en la 
propagación in vitro de híbridos nacionales mediante la sustitución parcial o total de los 
reguladores del crecimiento por los bioproductos nacionales (BB-16 y Pectimorf®) y un 
protocolo de vitrificación de accesiones de piña conservadas in vitro para el 
establecimiento a largo plazo de un criobanco del germoplasma.  
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1.  DESCRIPCIÓN CORTA DEL RESULTADO 

La piña es un fruto tropical líder en el comercio mundial, es muy apetecida por su excelente 
sabor en el consumo fresco y procesado, así como por sus propiedades culinarias y 
medicinales. Aunque la especie es originaria de América del Sur, debido a su adaptabilidad, 
tolerancia a la sequía y fácil manejo del material de propagación, se cultiva en las zonas 
tropicales y subtropicales de los diferentes continentes. 

La importancia de la conservación de los recursos fitogenéticos para la alimentación y la 
agricultura (RFAA) unida a la amenaza de erosión genética a la que están sometidos, han 
propiciado la necesidad de salvaguardar la diversidad genética de estos recursos. Esta es 
la razón por la que el Plan de Acción Mundial de la FAO, tiene el compromiso de que los 
gobiernos promuevan la conservación y la utilización de la diversidad, mediante sistemas 
apropiados de conservación in situ y ex situ.  

El interés de mejorar factores de calidad comercial y de manejo agronómico, ha hecho que 
los institutos de investigación en mejoramiento genético lleven a cabo proyectos 
encaminados a completar la información que se tiene del germoplasma. Ello ha implicado la 
búsqueda de una gerencia eficiente de los recursos fitogenéticos (RFG), ya que su 
propósito no solo se limita a la conservación de especies, sino además, evaluar la 
variabilidad genética, realizan estudios filogenéticos y suministran información sobre la 
diversidad del material conservado. 

A pesar del valor de los RFG de la especie, en Cuba, son muy pocos los estudios sobre 
diversidad morfoagronómica y molecular del germoplasma in situ y ex situ y hay 
problemas en su manejo y conservación. En respuesta mejorar la conservación y el 
manejo del germoplasma de piña y de especies afines en el presente trabajo se 
desarrollaron las siguientes investigaciones: 

- Prospecciones y valoración del estado actual de la diversidad de los recursos 
fitogenéticos de piña y especies afines en Cuba 

En las prospecciones desarrolladas se demostró el estado actual de la diversidad del 
germoplasma de piña en Cuba, de los cinco grupos horticulturales establecidos, solo 
existían tres: Española, Cayena y Pernambuco. La base genética de la especie es muy 
pobre, los cultivares más distribuidos y utilizados por los agricultores fueron los del grupo 
Española y con riesgo de pérdida 'Piña blanca'. A pesar de la calidad de los frutos, los 
cultivares de los grupos Pernambuco y Cayena, fueron los menos representados debido a 
que requieren mayores atenciones culturales y tienen menor rusticidad. Se pudo constatar 
las limitaciones que tienen los productores sobre el manejo adecuado y los requerimientos 
del cultivo. Entre las dificultades detectadas se puede mencionar la irregularidad en la 
densidad de plantación y la carencia del deshije y el deshoje lo que limita la entrada en las 
plantaciones. En este sentido se desarrollaron talleres y capacitaciones además de la 
entrega de un libro electrónico. Las prospecciones y recolectas no solo ampliaron la 
información sobre la diversidad presente in situ y el estatus de los RFG de la especie en 
Cuba, además incrementaron la colección en más de 50%. Los materiales colectados 
fueron identificados mediante un formulario que se elaboró con los principales datos 
pasaporte y se clasificaron de forma preliminar de acuerdo a los grupos horticulturales 
para su introducción [Ed. Ciego de Ávila, 2002; Cultivos Tropicales 4 (1): 65-71, 2003; 
Pineapple News 13, 2006; Pineapple News 15, 2008; Fitotecnia Mexicana 40 (1): 93 – 
10, 2017]. 

 



 

 

 

 

- Determinación de la diversidad del germoplasma mediante marcadores 
morfológicos y moleculares y establecimiento de un Listado de Descriptores 
Mínimos 

La mejora de variedades y las caracterizaciones tradicionalmente se han realizado sobre 
la base de la evaluación del fenotipo, pero esta medida imperfecta del potencial genético 
se ha revertido mediante el uso de los marcadores moleculares. Los resultados sobre los 
patrones de diversidad morfoagronómicos obtenidos son los primeros que se notifican 
para el país, demostraron la baja variabilidad morfoagronómica con 27 descriptores 
IBPGR (Bioversity International) y ratificaron la clasificación de los diferentes grupos 
horticulturales. Se añaden dos estados más en el descriptor IBPGR “distribución de las 
espinas” al considerar la variabilidad particular del germoplasma cubano. La 
caracterización y el uso de herramientas estadísticas de avanzada permitieron proponer 
por primera vez para Cuba un Listado de Descriptores Mínimos, el cual podrá ser utilizado 
por investigadores y mejoradores en futuros estudios. Con los tres marcadores 
moleculares RAPD, AFLP y SRR se corroboró la baja variabilidad morfoagronómica 
detectada. Además se demostró la transferibilidad del marcador SSR y se diseñaron 
nuevos cebadores SSR a partir de secuencias de Ananas comosus var. bracteatus (L). 
Merr y A. comosus. Estos cebadores permitieron la caracterización de la colección y 
actualmente los han utilizados otros autores como Achigan-Dako and Clément (2016) 
[Agropalca (9): 35-36, 2010; Crop Breeding and Applied Biotechnology 12: 104-110, 
2012; Pineapple News 19: 24p, 2012; Scientia Horticulturae 156: 127–130, 2013]. 

- Identificación de amenazas de pérdida de diversidad in situ y ex situ y propuesta 
de acciones para minimizarlas 

Se detectaron amenazas de erosión genética del germoplasma, donde se identificó la 
erosión de cultivares durante la conservación in situ y ex situ y el abandono de cultivares 
como las amenazas que más inciden en la pérdida de diversidad. Se propusieron 
acciones para minimizar la pérdida de diversidad como: la propagación de cultivares con 
riesgos de erosión genética y con limitada disponibilidad de brotes, incluidas las especies 
afines, el establecimiento de estrategias de conservación ex situ e in situ, que apoyen la 
recuperación de la diversidad erosionada en los sistemas agrícolas dañados, reforzar las 
colección con esa diversidad valiosa y promover la participación comunitaria en la 
protección y el manejo de la diversidad que atesoran. Las acciones propuestas son las 
primeras que se informan en el país como alternativas para la conservación y rescate de 
los RFG de la especie y están en correspondencia con el nuevo paradigma en la 
agricultura, FAO “Ahorrar para crecer”  [Fitotecnia Mexicana 40 (1): 93 – 10, 2017].  

- Conservación del germoplasma a partir de las acciones propuesta para disminuir 
la pérdida de diversidad genética  

De las acciones propuestas para la conservación del germoplasma se ha logrado 
ejecutar: la micropropagación mediante técnicas biotecnológicas en función de los 
intereses productivos, como la propagación de híbridos CBCE-116 y CBCE-74, donde por 
primera vez al protocolo de multiplicación y enraizamiento, se le sustituyó parcial o 
totalmente los reguladores del crecimiento por los bioproductos nacionales BB-16 y 
Pectimorf®. Los resultados  de los cambios en el protocolo de la micropropagación 
pueden ser extendidos a las biofábricas y otros centros donde se multiplique la especie. 
La obtención de los híbridos fue premio ACC en 2001, no así las modificaciones al 
protocolo de multiplicación con los bioproductos nacionales BB-16 y Pectimorf®. En la 
fase de aclimatización se determinaron requerimientos de riego y de sustrato, etapa en la 



 

 

 

 

que se logró más de 90% de supervivencia. Se ha fomentado la conservación in vitro del 
germoplasma ex situ por medio de técnicas de crioconservación, al protocolo ya 
establecido para ápices de piña se le varió el tiempo de exposición de los explantes en 
PVS y se demostraron los cambios estructurales que provocaba. El protocolo de 
crioconservación de ápices de piña fue premio ACC en 1998, no así las modificaciones al 
protocolo y los resultados de la crioconservación de otros genotipos de piña que no 
estuvieron contemplados en el premio. Se han establecido  estrategias de conservación 
ex situ (in vitro/in vivo) e in situ, que han apoyado la recuperación de la diversidad 
erosionada en los sistemas agrícolas dañados y así reforzar ambas colecciones con esa 
valiosa diversidad, como el establecimiento de la primera Colección Núcleo de piña en 
Cuba la cual facilitará el trabajo del curador del banco de germoplasma, de los 
mejoradores e investigadores ya que en ella están identificados los genotipos de mayor 
variabilidad. [Cryoletters, 22(2): 85-86, 2001; Biocell 31(3): 417, 2007; Ed. Intech Open 
Access Publisher 359-396, 2012; Agrotecnia de Cuba, 6(2):54-58, 2013; Ed. Instituto 
Interamericano de Cooperación para la Agricultura: 127-144, 2013; Cultivos 
Tropicales 37: 81-90, 2016]. 

Novedad científica de los resultados:  

Los resultados presentados constituyen un aporte al conocimiento y a la conservación de 
los RFG de piña en Cuba. Se demuestra, mediante la caracterización morfoagronómica y 
molecular que la diversidad genética es escasa. Se ajusta el Listado de Descriptores del 
IBPGR (Bioversity International) para el cultivo, en el que se añaden dos estados más en 
el descriptor “distribución de las espinas”, al considerar la variabilidad particular del 
germoplasma evaluado y se establece un Listado de Descriptores Mínimos para la 
caracterización morfoagronómica. Se establecen en la fase de aclimatización 
requerimientos de riego y sustrato. Por primera vez: se diseñan nuevos cebadores SSR 
para piña a partir de secuencias publicadas de A. bracteatus. Se realiza la caracterización 
molecular del banco de germoplasma; se identifican los riesgos de erosión genética y se 
proponen acciones para minimizarlos, y se establece una colección núcleo que recoge la 
mayor variabilidad.  

Importancia práctica de los resultados:  

Los resultados obtenidos permitirán mejorar el conocimiento sobre las características y 
disponibilidad de los RFG de piña para los agricultores, mejoradores y la comunidad 
científica. Las prospecciones han rescatado cultivares que se perdieron en la colección ex 
situ y de lugares en los que se ha abandonado la tradición. Estos aspectos responden a 
una de las políticas del país y de las prioridades del Ministerio de Agricultura: la 
conservación de los RFG. La caracterización morfológica y molecular facilita el uso y 
manejo del germoplasma en programas de mejora. El Listado de Descriptores Mínimos ha 
simplificado los estudios de caracterización morfoagronómica y pueden ser usados en 
otros países. Los nuevos cebadores diseñados han facilitado la caracterización molecular, 
han sido utilizados para realizar otros estudios de diversidad en el germoplasma nacional 
e internacional. Con la identificación de las amenazas y las acciones propuestas se ha 
logrado minimizar la creciente pérdida de diversidad de algunos cultivares y el rescate de 
determinadas tradiciones. El protocolo de crioconservación se ha convertido en otra 
alternativa para la conservación a largo plazo del germoplasma de piña. El uso de 
bioproductos como sustitutos parciales o totales de los reguladores del crecimiento han 
representado una alternativa económica en la propagación in vitro de la especie y los 
requerimientos de riego y diferentes sustratos permite mejorar la supervivencia en la fase 
de aclimatización de los híbridos micropropagados.  
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Maestría y un Doctorado en Ciencias Agrícolas. Además han sido acreedor de cuatro 
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RESULTADO CIENTÍFICO TÉCNICO DETALLADO 

I. INTRODUCCION 

La importancia de la conservación de los RFAA, unida a la amenaza de erosión genética a la 
que están sometidos, han propiciado la necesidad de salvaguardar la diversidad genética 
(Engels y Visser, 2007). Razón por la cual el Plan de Acción Mundial de la FAO, tiene el 
compromiso de que los gobiernos promuevan la conservación y la utilización de la 
diversidad, mediante sistemas apropiados de conservación in situ y ex situ (FAO, 1996).  

Los bancos de germoplasma son una de las alternativas de conservación ex situ. El éxito de 
este tipo de conservación depende de la accesibilidad a las accesiones y su correcta 
caracterización (Martínez et al., 1995; Lobo y Medina, 2009). Esto facilita sin lugar a dudas, 
el manejo racional de las colecciones y los programas de mejora, la selección adecuada de 
los progenitores para estrategias de cruzamiento, elimina las duplicaciones y enriquece las 
colecciones (Engelmann y Engels, 2002; Cubero, 2013).  

Existen varias colecciones en el mundo que preservan los RFG de la especie, tales como la de 
la Empresa Brasilera de Pesquisa Agropecuaria, en Brasil, con más de 800 accesiones, la del 
Centro de Cooperación Internacional en Investigación Agrícola para el Desarrollo - 
Departamento de Cultivos Frutícolas y Hortícolas en Martinica, con más de 450 accesiones y la 
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos en Hawai, con más de 130 accesiones 
(Coppens et al. 1997; Bartholomew et al., 2010). En las mismas se han realizado trabajos para 
explorar la variabilidad existente a través de caracterizaciones morfoagronómicas (Leal et al., 
1986; Ferreira y Cabral, 1993; Duval et al., 1996). Los estudios de diversidad genética en las 
colecciones de piña son muy pocos, en el caso de los marcadores moleculares RFLP se han 
empleado en el germoplasma brasileño (Duval et al., 2001) y AFLP, ISSR y RAPD en el 
mexicano (Tapia et al., 2005a y b; Yanes et al., 2005).  

Por otra parte, el interés de mejorar factores de calidad comercial y de manejo agronómico, 
ha hecho que los institutos de investigación en mejoramiento genético lleven a cabo 
proyectos encaminados a completar la información que se tiene del germoplasma (Montes, 
2008). Ello ha implicado la búsqueda de una gerencia eficiente de los RFG, ya que su 
propósito no solo se limita a la conservación de especies, sino además, permiten evaluar la 
variabilidad genética, realizan estudios filogenéticos y suministran información sobre la 
diversidad del material conservado (Lobo y Medina, 2009). Sin embargo, la mayoría de los 
programas de mejoramiento de piña se han centrado en unos pocos cultivares y no han 
tomado en cuenta parte de la diversidad genética existente. Esta omisión está acompañada 
de una caracterización incompleta del germoplasma y de complejidades taxonómicas aún no 
resueltas del género (Coppens d’Eeckenbrugge et al., 1997), como la clasificación de los 
cinco grupos horticulturales de piña propuestos por Py et al. (1987) y seriamente cuestionada 
por Duval y Coppens d’Eeckenbrugge (1993).  

En Cuba, en sus inicios el Banco de germoplasma estaba reconocido internacionalmente 
como un banco mediano, con más de 150 accesiones, pero debido a factores bióticos y 
abióticos se han perdido diversas accesiones, al igual ha sucedido con los recursos in situ de 
piña por lo que ha sido necesario desarrollar una estrategia de conservación ex situ e in situ 
que permita rescatar y caracterizar el germoplasma para su adecuado manejo, por lo que la 
presente investigación tiene como: 

Objetivo general: Conservar los recursos fitogenéticos de piña y especies afines para su 
adecuado manejo. 
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Objetivos específicos: 

- Realizar prospecciones y recolectas de germoplasma para valorar el estado actual de la 
diversidad de los recursos fitogenéticos de piña y especies afines. 

- Determinar la diversidad del germoplasma mediante marcadores morfológicos y 
moleculares y establecimiento de un Listado de Descriptores Mínimos. 

- Identificar las amenazas de pérdida de diversidad in situ y ex situ, así como propuesta 
de acciones que las minimicen. 

- Conservar el germoplasma a partir de las acciones propuesta para disminuir la pérdida 
de la diversidad genética dela piña en Cuba. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

La presente investigación abarca un periodo de 17 años, desde 1997- 2014. Los experimentos 
se desarrollaron en diferentes instituciones. 

 2.1. Exploración de la diversidad de los recursos fitogenéticos de piña y especies afines  

Los recursos fitogenéticos de piña en Cuba se encuentran conservados in situ en huertos y 
fincas. Además, existe una colección ex situ para Cuba en el Centro de Bioplantas 
perteneciente al MES, provincia Ciego de Ávila, situada a 21°47’ de latitud Norte y 78°17' de 
longitud Este, a 80 m.s.n.m. El germoplasma está integrado por introducciones, cultivares 
mejorados, colectados, entre otros (Tabla 1).  

Tabla 1. Cultivares de piña y especies afines de la familia de la colección ex situ. 

ID. MATERIAL VEGETAL 
NO. 
BG. 

GÉNERO ESPECIE 
GRUPO 

HORTICULTURAL 
PROCEDENCIA 

1Cu Española roja M 35 009 Ananas comosus Española Cuba (Radiaciones 35Gy) 

2Cu Champaka 030 Ananas comosus Cayena Brasil 

3Cu Española roja Colorada del Ramón 004 Ananas comosus Española Cuba (Sgto. de Cuba) 

5Cu Española roja (18) 086 Ananas comosus Española Cuba (Villa Clara) 

6Cu Barón de Rothschild 019 Ananas comosus Cayena Cuba (Granma) 

7Cu Piña Blanca del Caney 040 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Sgto. de Cuba) 

8Cu Jupi 062 Ananas comosus Pernambuco Brasil 

9Cu Puerto Rico 033 Ananas comosus - Puerto Rico 

10Cu China 050 Ananas comosus ? Cuba (INCA) 

11Cu Mocaena 029 Ananas comosus Cayena Cuba (INCA) 

12Cu Híbrido CBCE-054 099 Ananas comosus - Cuba (Prog. de mejora) 

13Cu Híbrido CBCE-021 098 Ananas comosus - Cuba (Prog. de mejora) 

14Cu Piña blanca 133 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Bolondrón) 

15Cu Cabezona 005 Ananas comosus Española Cuba (Holguín) 

16Cu Española Morada  075 Ananas comosus Española Cuba (Holguín) 

17Cu Piña blanca serrana 039 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Morón) 

21Cu Cayena lisa serrana 018 Ananas comosus Cayena Cuba (Morón) 

22Cu MD-2  109 Ananas comosus Cayena Costa Rica 

24Cu Cayena de Hawai 037 Ananas comosus Cayena Hawai 

25Cu Híbrido CBCE-003 097 Ananas comosus - Cuba (Prog. de mejora) 

26Cu Española roja Florencia 044 Ananas comosus Española Cuba (Florencia) 

28Cu Bromelia pinguin 059 Bromelia pinguin - Colombia 

29Cu Bromelia karatas 060 Bromelia karatas - Colombia 

30Cu Española roja pinareña * 001 Ananas comosus Española Cuba (Ciego de Ávila) 

31Cu Branco 053 Ananas bracteatus - Brasil 

33Cu Española roja un borde liso 008 Ananas comosus Española Cuba (Caney) 

35Cu Cubana  025 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Baracoa) 

36Cu Curujey 061 Tillandsia fasiculata - Cuba (UNAH) 

37aCu Española roja P3R5 012 Ananas comosus Española Cuba (var. somaclonal) 

37bCu Española roja P3R5 012 Ananas comosus Española Cuba (var. somaclonal) 

38Cu Cayena lisa 016 Ananas comosus Cayena Cuba (Cienaguilla) 

39Cu Española roja 027 Ananas comosus Española Cuba (Cienaguilla) 

40Cu Española roja 010 Ananas comosus Española Cuba (Ceiba Agua) 

41Cu Española roja 082 Ananas comosus Española Cuba (Baracoa) 

42Cu Mocaena 038 Ananas comosus Cayena Cuba (Baracoa) 

43Cu Ocaena 093 Ananas comosus Española Cuba (Baracoa) 

44Cu Española roja 017 Ananas comosus Española Cuba (San Cristóbal) 

45Cu Española roja 046 Ananas comosus Española Cuba (Rosario) 

46Cu Española roja 118 Ananas comosus Española Cuba (Viñales) 
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continuación……..      

ID. MATERIAL VEGETAL 
NO. 
BG. 

GÉNERO ESPECIE 
GRUPO 

HORTICULTURAL 
PROCEDENCIA 

47Cu Española roja 077 Ananas comosus Española Cuba (Aguada) 

48Cu Española roja 073 Ananas comosus Española Cuba (Abreus) 

49Cu Piña blanca 071 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Rodas) 

50Cu Cayena lisa 072 Ananas comosus Cayena Cuba (Rodas) 

51Cu Española roja 070 Ananas comosus Española Cuba (Rodas) 

52Cu Cayena lisa 042 Ananas comosus Cayena Cuba (Ceiba del Agua) 

53Cu Española roja 134 Ananas comosus Española Cuba (Bolondrón) 

54Cu Cryptanthus acaulis - Cryptanthus acaulis - Cuba (Cotorro) 

56Cu Aechmea fasiata - Aechmea fasiata - Cuba (Cotorro) 

59Cu Española roja del Caney 007 Ananas comosus Española Cuba (Caney) 

60Cu Cubana del Caney 041 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Caney) 

61Cu Española roja Colorada del Caney 003 Ananas comosus Española Cuba (Caney) 

63Cu Española roja 023 Ananas comosus Española Cuba (Niceto Pérez) 

64Cu Española roja 081 Ananas comosus Española Cuba (Colombia) 

67Cu Cayena lisa 121 Ananas comosus Cayena Cuba (Nueva Gerona) 

68Cu Española roja 084 Ananas comosus Española Cuba (Arabos) 

69Cu Piña de ratón 058 Bromelia pinguin - Cuba (La Habana) 

70Cu Piña blanca 065 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Baracoa) 

2 Española roja Nozerán  Ananas comosus Española Nozerán 

6 Española roja Jíbara del Caney  Ananas comosus Española Cuba (Caney) 

10 Española roja M 25  Ananas comosus Española Cuba (Radiaciones 35Gy) 

11 Española roja Enana  Ananas comosus Española Cuba (var. somaclonal) 

13 Cayena lisa de Oriente  Ananas comosus Cayena Cub 

14 Cayena de Martinica  Ananas comosus Cayena Martinica 

17 Cayena de Kenia  Ananas comosus Cayena Kenia 

18 Cayena de México  Ananas comosus Cayena México 

19 Cayena de Panamá  Ananas comosus Cayena Panamá 

20 Cayena de Rep. Dominicana  Ananas comosus Cayena República Dominicana 

21 Cayena de Sao Tomé y Príncipe  Ananas comosus Cayena Sao Tomé y Príncipe 

22 Cayena de Ecuador  Ananas comosus Cayena Ecuador 

24 Mocaena  Ananas comosus ? Cuba 

26 Primavera  Ananas comosus Mordilona Brasil 

27 Piña Blanca del Caney  Ananas comosus Pernambuco Cuba (Caney) 

28 Pomare  Ananas comosus ? Brasil 

31 var. Típicus  Ananas comosus ? Brasil 

34 Española roja (1)  Ananas comosus Española Cuba 

35 Española roja (3)  Ananas comosus Española Cuba 

36 Española roja (8)  Ananas comosus Española Cuba 

37 Española roja (9)  Ananas comosus Española Cuba 

38 Española roja (10)  Ananas comosus Española Cuba 

39 Española roja (12)  Ananas comosus Española Cuba 

40 Española roja (12A)  Ananas comosus Española Cuba 

41 Española roja (15)  Ananas comosus Española Cuba 

43 Cayena de Francia 921  Ananas comosus Cayena Francia 

44 Híbrido cxe 202  Ananas comosus Híbrido CxE Cuba (Prog. de mejora) 

45 Híbrido cxe 203  Ananas comosus Híbrido CxE Cuba (Prog. de mejora) 

46 Híbrido cxe 287  Ananas comosus Híbrido CxE Cuba (Prog. de mejora) 

47 Piña criolla  Ananas comosus Española Cuba 

48 Cayena Melba  Ananas comosus Cayena Cuba (Holguín) 

49 Española roja (I-122)  Ananas comosus Española Cuba 

50 Española roja  Ananas comosus Española Cuba 
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continuación……..      

ID. MATERIAL VEGETAL 
NO. 
BG. 

GÉNERO ESPECIE 
GRUPO 

HORTICULTURAL 
PROCEDENCIA 

51 Española roja (I-126)  Ananas comosus Española Cuba 

52 Española roja (I-127)  Ananas comosus Española Cuba 

53 Española roja (I-128)  Ananas comosus Española Cuba 

54 Española roja (I-129)  Ananas comosus Española Cuba 

55 Española roja (I-130)  Ananas comosus Española Cuba 

56 Española roja (I-131)  Ananas comosus Española Cuba 

57 Híbrido 1339  Ananas comosus  Híbrido CxE Cuba (Prog. de mejora) 

* genotipo no incluido en la caracterización molecular; No.BG.-número de entrada en el banco de germoplasma, 
ID.-número utilizado para la identificación del material, var.-variedad, Stgo.- Santiago y prog.-programa 

Las recolectas se desarrollaron en varia etapas de investigación, durante los años 1997 - 2010, 
con la colaboración del Centro de Bioplantas, del Laboratorio de Biotecnología Vegetal de 
Holguín, de varias instancias del MINAG, el MES, el Ministerio de Ciencia, Tecnología y Medio 
Ambiente, la ANAP, el Poder Popular de los diferentes territorios visitados y la UNAH. Se 
prospectaron varias provincias de las tres regiones, cada material colectado fue introducido en 
el banco de germoplasma. Para el registro de las accesiones se elaboró un formulario con los 
principales datos pasaporte, botánicos, geográficos, edafológicos, entre otros (Anexo 1). Cada 
accesión se clasificó de forma preliminar de acuerdo a los grupos horticulturales a los que 
pertenecían.  

Análisis de datos: se determinó el porcentaje de los cultivares según el grupo horticultural, 
de las tres regiones del país y la composición del banco de germoplasma respecto a la 
procedencia de las accesiones (cubanas y foráneas), mediante el programa Microsoft Excel.  

2.2. Caracterización fenotípica del germoplasma ex situ de piña y especies afines 

La caracterización de la colección ex situ se realizó entre los años 2000 – 2012. Se tuvieron 
en cuenta tanto caracteres cualitativos como cuantitativos. 

2.2.1. Caracterización morfológica del germoplasma 

Para la caracterización morfológica del germoplasma cubano se evaluaron 10 descriptores 
(IBPGR, 1991) (Tabla 2). Las observaciones se realizaron en la hoja D, según lo 
recomendado en el cultivo por Py et al. (1987) y Bartholomew et al. (2002), en cinco plantas 
de cada una de las accesiones en estudio. 

Un primer análisis comprendió todas las accesiones, pero debido a las limitaciones 
morfológicas relacionadas con las características particulares de fructificación de las seis 
especies afines, no fueron incluidas en el análisis morfológico, por lo que solo se realizó en 
48 accesiones (cultivares, híbridos y variantes somaclonales) de la colección. 

Tabla 2. Descriptores morfológicos evaluados en la colección ex situ. 

No. 
IBPGR 

DESCRIPTOR 
No. 

IBPGR 
DESCRIPTOR 

4.1 Vegetativos  4.3.12 Color externo del fruto  

4.1.8 Color de las hojas 4.3.10 Profundidad de los ojos 

4.1.9 Presencia de piping 4.3.20 Forma de los ojos 

4.1.15 Distribución de las espinas  4.4 Pulpa  

4.1.18 Dirección de las espinas  4.4.2 Color de la pulpa 

4.3 Fruto  4.5 Corona  

4.3.3 Forma del fruto 4.5.9 Número de coronas  
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Análisis de datos: para el análisis de los datos cualitativos se realizó un Escalado óptimo, 
en el que se empleó el Análisis de Componentes Principales Categóricos (CATACP) para 
seleccionar los descriptores de mayor contribución en los estudios de caracterización 
morfológica y obtener la matriz de distancias a utilizar en el análisis de conglomerados 
(Navarro et al., 2010). El criterio de selección de autovectores que se siguió fue el de los 
valores más próximos al mayor valor y la contribución en porcentaje de cada eje a la 
variabilidad total (Fundora et al., 1992). La identificación de los grupos horticulturales, se hizo 
a través del análisis de conglomerados, aplicado a las Componentes Principales resultantes 
del CATACP. Se utilizó la matriz de Distancias Euclidianas al cuadrado y el método de Ward 
como forma de agregación jerárquica ascendente (Franco et al., 2005). La línea de corte 
para la formación de las clases se estableció en base al criterio del investigador (Núñez et 
al., 2004; Núñez y Escobedo, 2011). El procesamiento de los datos se realizó mediante el 
paquete estadístico SPSS ver.16 (SPSS, 2002) y los valores de remuestreo se determinaron 
con el paquete estadísticoPAST ver.2.12 (Hammer et al., 2001).  

En el carácter cualitativo “distribución de espinas” fue necesario introducir modificaciones al 
Listado de Descriptores para piña (IBPGR, 1991), pues se detectó que un grupo de 
accesiones mostraron rangos de variación dentro de los estados de los caracteres, que no 
estaban contemplados en dicho listado. A estos caracteres se le asignó un número 
específico que permitiera incluirlo como un estado intermedio para el carácter evaluado. El 
resto de los caracteres analizados (Tabla 2) fueron fácilmente identificables por el número de 
cada estado que aparece en el descriptor. 

2.2.2. Evaluación agronómica del germoplasma 

Para la caracterización agronómica del germoplasma cubano de piña, se evaluaron 17 
descriptores (IBPGR, 1991) (Tabla 3). Las observaciones se hicieron en cinco plantas de 
cada una de las 48 accesiones seleccionadas para el estudio (cultivares, híbridos y variantes 
somaclonales), más seis especies afines de la colección. 

Tabla 3. Descriptores agronómicos evaluados en la colección ex situ. 

No. 

IBPGR 
DESCRIPTOR 

4.1 Vegetativos 

4.1.3 Altura de la planta (cm) 

^ 

Diámetro de la planta (cm) 

Se midió con una cinta métrica tomando como punto de referencia las hojas más 
largas. 

4.1.11 Longitud de la hoja D (cm) 

4.1.13 Ancho de la hoja D (cm) 

4.3 Fruto 

4.3.4 Masa del fruto con corona (g) 

4.3.5 Longitud del fruto (cm) 

4.3.6 Diámetro del fruto (cm) 

4.3.22 Número de espirales 

4.3.27 Número de ojos en la espiral más larga 

6.4 Pulpa 

6.4.4 Masa del fruto sin corona (g) 

6.4.6 Diámetro del corazón (cm) 
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Continuación……..      

No. 

IBPGR 
DESCRIPTOR 

^ 

Relación masa de la corona/masa del fruto 

Una vez determinada la masa de la corona y la del fruto, se calculó la relación 
entre ambas. 

6.5 Corona 

6.5.5 Longitud de la corona (cm) 

6.5.6 Masa de la corona (g) 

6.8 Composición química 

6.8.2 Total de sólidos solubles (°Brix) 

6.8.4 Acidez total 

6.8.11 Contenido de ácido ascórbico (Vit. C) 

^ Estos caracteres no están recogidos por el IBPGR, pero fueron evaluados por la importancia que 
merecen para la discriminación de los materiales cubanos  

Análisis de datos: para seleccionar los descriptores cuantitativos de mayor contribución en 
la evaluación agronómica, se realizó un Análisis de Componentes Principales (ACP), basado 
en la matriz de correlación de Pearson y se utilizó como criterio de selección de autovectores 
lo recomendado por Fundora et al. (1992). 

Los caracteres de menor contribución en los análisis iniciales (masa del fruto con corona, 
masa de la corona y contenido de Vit. C), fueron eliminados, no se consideraron ni en este ni 
en los siguientes análisis por su poco aporte a la variabilidad. Con los restantes caracteres, 
se realizó la evaluación agronómica. A partir de la matriz de correlación obtenida del ACP se 
realizó el análisis de conglomerados para la identificación de los grupos horticulturales de 
piña, se siguió el mismo procedimiento que en la caracterización morfológica (2.2.1.). 

- Principales características de los grupos horticulturales de piña a partir de la 
integración de los caracteres morfoagronómicos  

A partir de los resultados de la caracterización morfológica y agronómica se realizó la 
descripción de las principales características de cada grupo horticultural. 

2.2.3. Selección de Descriptores Mínimos 

Los descriptores previamente seleccionados en los acápites 2.2.1. y 2.2.2. (ocho 
morfológicos y 14 agronómicos, para un total de 22), se utilizaron para el establecimiento del 
Listado de Descriptores Mínimos de la colección. 

Análisis de datos: para seleccionar los descriptores mínimos se siguió el mismo 
procedimiento que en el análisis morfológico (acápite 2.2.1.).  

2.3. Diversidad genética mediante los marcadores moleculares AFLP, RAPD y SSR 

Material vegetal: se utilizaron hojas jóvenes de plantas visiblemente sanas de 39 
accesiones para el marcador molecular tipo AFLP y 57 para RAPD y SSR. 

Aislamiento del ADN genómico: el aislamiento del ADN genómico se realizó mediante dos 
vías la del protocolo de Kobayashi et al. (1998) con algunas modificaciones y por el Kit de 
extracción DNeasy® de QIAGEN. La calidad y concentración del ADN se verificó en gel de 
agarosa al 0,8%. La concentración se estimó visualmente por comparación con una serie de 
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estándares de concentraciones (de 100-1000 ng.µL-1), las muestras se llevaron a una 
concentración de 500 ng.µL-1 para el marcador AFLP y 25 ng.µL-1 para RAPD y SSR. 

Análisis de datos: con la matriz binaria generada en cada marcador se determinó la 
similitud genética entre los genotipos estudiados, mediante el coeficiente de Dice (1945), 
derivado de las propiedades de los alelos muestreados y de las similitudes genéticas entre 
las entradas, que se calcula mediante la fórmula: S= [2N11 / (2N11+ N10+N01)]. Donde, N11 es 
el número de fragmentos presentes en ambos individuos, N10 es el número de fragmentos 
presentes en el individuo i y N01 en el individuo j; con los valores obtenidos se construyó una 
matriz de similitud. Los genotipos de piña estudiados se agruparon en base a sus relaciones 
de similitud genética con el Método de las medias aritméticas por grupo no ponderadas 
(UPGMA), a partir de la matriz de similitud obtenida de la proporción de fragmentos comunes 
(Nei y Li, 1979). La línea de corte para la formación de las clases se estableció en base al 
criterio del investigador (Núñez et al., 2004; Núñez y Escobedo, 2011). Para medir la calidad 
de la clasificación del dendrograma, se calculó el coeficiente de correlación cofenética 
después de la construcción de la matriz cofenética; con la que se hizo la bondad del ajuste 
entre la matriz de similitud original obtenida al aplicar el Análisis de Conglomerados 
(Londoño et al., 2007). Estos cálculos se efectuaron a través del paquete estadístico NTSYS-
pc ver.2.11 [Exeter Software, Stauket; NY., EE.UU. (Rohlf, 2001)]. La fiabilidad de los grupos 
obtenidos en el dendrograma se evaluó mediante el análisis de remuestreo (bootstrap) (2000 
réplicas) con el paquete estadístico TREECON ver.1.3b (van de Peer y De Wachter, 1994).  

Para el marcador molecular tipo SSR también se le determinó a cada locus microsatélite la 
composición alélica de cada genotipo y el número total de alelos y los siguientes parámetros 
de diversidad: 

 Frecuencia de los alelos (considerando p≤0,05 y p≥0,9 como alelos raros y fijados en la 
población respectivamente) 

 Número de alelos por locus (A) 

 Heterocigosidad observada (Ho, mediante recuento directo) 

 Heterocigosidad esperada [(He= 1- Σpi2 donde pi es la frecuencia de alelo ith (Nei, 1973)] 

 Número efectivo de alelos (Ne= 1/1-He) 

 Índice de fijación de Wrigth (F=1-Ho/He) (Wright, 1951) 

 Probabilidad de identidad (PI= 1-Σpi4 + ΣΣ (2pipj)2, donde pi y pj son las frecuencias de 
alelos ith y jth respectivamente). Determina la probabilidad de que dos genotipos diploides 
escogidos al azar, presenten el mismo perfil genético, es decir, que compartan los 
mismos alelos, y por tanto, sean idénticos (Paetkau et al., 1995). 

 Desviaciones significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), con una 
probabilidad de p≤0,01 para cada loci, las cuales fueron analizadas según el método de 
la Cadena de Markov (Markov, 1971). 

Para estos cálculos fueron utilizados distintos paquetes estadísticos, donde: el paquete 
ARLEQUIN 3.01 (Excoffier et al., 2005) se aplicó para el cálculo de A, Ho, He, frecuencias de 
los alelos y desviaciones del HEW; el paquete POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1997) para Ne y 
F; y finalmente la PI se determinó mediante el paquete IDENTITY 1.0 (Wagner y Sefc, 1999). 
Por normas de los paquetes estadísticos, el genotipo poliploide (15Cu Cabezona) no fue 
incluido en el procesamiento de los datos mediante ARLEQUIN 3.01, POPGENE 1.32 e 
IDENTITY 1.0. 
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2.3.1. Diversidad genética mediante el marcador tipo AFLP 

La técnica de AFLP se realizó según las descripciones de Vos et al. (1995). Esta técnica 
consta de las siguientes etapas (Fig. 1): restricción del ADN con las enzimas Eco RI y Mse I, 
ligamiento de adaptadores, preamplificación con una base selectiva, amplificación con tres 
bases selectivas, electroforesis y revelado de los fragmentos amplificados. 

Digestión del ADN genómico: la mezcla de digestión (50 µL) contenía 500 ng de ADN 
genómico, 0,2 U.µL-1 Eco RI, 0,2 U.µL-1 Mse I y 1X buffer RL [10 mmol.L-1 Tris-HAc (pH 7,5), 
10 mmol.L-1 MgAc, 50 mmol.L-1 KAc y 5 mmol.L-1 ditiotreitol]; y se incubó durante 4 h a 37°C. 
 Adaptador Eco RI Adaptador Mse I 

5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’ 
3’-CATCTGACGCATGGTTAA-5’ 

5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’ 
3’-TACTCAGGACTCAT-5’ 

 

Figura 1. Descripción de las etapas involucradas en el desarrollo de la técnica de AFLP. El panel 
izquierdo muestra los procesos que ocurren a nivel molecular y el derecho, detalles del protocolo.  
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Ligamiento de adaptadores: a la mezcla de ADN digerido se le añadieron 10 µL de 
solución de ligación [0,5 pmol.µL-1adaptador Eco RI, 5 pmol.µL-1 adaptador Mse I, 1,2 
mmol.L-1 ATP, 1X buffer RL y 0,1 U.µL-1 de la enzima T4 ADN ligasa. La mezcla se incubó 
toda la noche a 16°C.  

Preamplificación con base selectiva: se tomaron 2 L de la mezcla de ligación y se 

diluyeron en 38 L de agua (dilución 1:20). Esta solución fue el sustrato de las reacciones de 
amplificación. Para ello se utilizaron cebadores con una región complementaria a la región 
arbitraria del adaptador y otra al sitio de corte reconocido por la enzima, más un nucleótido 
arbitrario. Para la realización de este paso se prepararon dos mezclas por separado: la 
mezcla 1 (25 µL) contenía los cebadores Eco RI (3 ng.µL-1) y Mse I (3 ng.µL-1) y los dNTPs 
(0,8 mmol.L-1). La mezcla 2 (20 µL) contenía la Taq polimerasa (0,05 U.µL-1) y el buffer de 
PCR (1X). La mezcla final de la PCR quedó constituida por la mezcla 1 (25 µL), la mezcla 2 

(20 µL) y 5 µL de ADN diluido (1:20) de la ligación. Se realizaron 20 ciclos: 94C (30 s), 56C 

(60 s) y 72C (60 s). Al final se realizó dilución de 1:20. Los cebadores utilizados para la 
preamplificación fueron EcoRI+A (5’-AGACTGCGTACCAATTC/A-3’) y Mse I+A (5’-
GACGATGAGTCCTGAGTAA/A-3’).  

Amplificación selectiva: se preparó la siguiente mezcla (10µL): 12,5 ng.µL-1 cebador Eco 

RI, 0,5 U.µL-1 enzima T4 Kinasa, 1X buffer de la kinasa, y 0,33 µCi  32 P-ATP. Luego de 

incubar 1 h a 37C, la enzima se inactivó por calor (65C por 10 min).  

Para la amplificación se prepararon dos mezclas: primera mezcla (5 µL) compuesta por 0,5 
µL de la mezcla anterior Eco RI (marcado radiactivamente con anterioridad), 6 ng.µL-1 Mse I 
y 0,8 mmol.L-1 dNTPs. La segunda mezcla (10 µL) compuesta por 0,1 U.µL-1 Taq polimerasa 
y 2X del buffer de PCR. Para realizar la PCR se mezclaron 5 µL del ADN preamplificado 
diluido 1:20, 5 µL de la mezcla 1 y 10 µL de la mezcla 2. Se siguió el siguiente programa: un 

ciclo a 94C (30 s), 65C (30 s) y 72 C (60 s), disminución de la temperatura de 

alineamiento desde 65C hasta 56C durante 13 ciclos (0,7C como promedio por ciclo) y 23 

ciclos a 94C (30s), 56C (30 s) y 72C (60 s). En este paso se utilizaron cuatro 
combinaciones de cebadores para esta amplificación. Ellas fueron EcoRI+ AAT con MseI+ 
AAG, ATG, AGT o ACC. Estas combinaciones resultaron las más polimórficas en un ensayo 
preliminar con otras seis combinaciones adicionales (datos no mostrados). 

Electroforesis: después de la PCR se añadió buffer de carga [10 mmol.L-1 ácido 
etilendiaminotetracético, formamida (98%), bromofenol azul (0,06%) y xileno cianol (0,06%)], 
se preparó un gel de poliacrilamida 6% [19:1 acrilamida: bis acrilamida, urea (7,5 mol.L-1) y 

buffer TBE (1X)], se desnaturalizaron las muestras a 95C por 5 min y se colocaron en hielo 
rápidamente para evitar la renaturalización. Se cargaron en el gel y se realizó la corrida 
(preelectroforesis) por 20-30 min hasta que la intensidad bajó hasta 35 mA. Se cargaron las 
muestras y se corrieron alrededor de 3 h. Luego se secó el gel y se expuso a un filme de 

rayos X (Kodak) toda la noche a -80C.  

Digestión del ADN genómico: se preparó una mezcla de digestión 50 µL que contenía 500 
ng de ADN genómico, 0,2 U.µL-1 de Eco RI, 0,2 U.µL-1 de Mse I, buffer RL (1X) [Tris-HAc (10 
mmol.L-1) a pH 7,5; MgAc (10 mmol.L-1), KAc (50 mmol.L-1) y ditiotreitol (5 mmol.L-1)]. Se 
incubó durante 4 h a 37°C. 

Ligamiento de adaptadores: a la mezcla de ADN digerido se le añadió 10 µL de solución 
de ligación: adaptador Eco RI (0,5 pmol.µL-1), adaptador Mse I (5 pmol.µL-1), ATP (1,2 
mmol.L-1), buffer RL (1X), y la enzima T4 ADN ligasa (0,1U.µL-1). Esta mezcla se incubó toda 
la noche a 16°C. La secuencia de los adaptadores empleados fue la siguiente:  
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Preamplificación con base selectiva: se tomaron 2 L de la mezcla de ligación y se 

diluyeron en 38 L de agua (dilución 1:20). Esta solución fue el sustrato de las reacciones de 
amplificación. Para ello se utilizaron cebadores que poseen una región complementaria a la 
región arbitraria del adaptador y otra, al sitio de corte reconocido por la enzima, más un 
nucleótido arbitrario. En este paso se prepararon dos mezclas por separado: 25 µL de la 
mezcla 1 que contenía los cebadores Eco RI (3 ng.µL-1) y Mse I (3 ng.µL-1) y el pool de 
desoxirribonucleótidos (0,8 mmol.L-1); y 20 µL de la mezcla 2 que contenía Taq polimerasa 
(0,05 U.µL-1), y el buffer de PCR (1X). La mezcla final de PCR se preparó de la manera 
siguiente: 25 µL de la mezcla 1, 20 µL de la mezcla 2 y 5 µL de ADN diluido (1:20) de la 

ligación. Se realizaron 20 ciclos: 94C (30 s), 56C (60 s) y 72C (60 s). Al final realizó una 
dilución de 1:20. Los cebadores utilizados para la preamplificación fueron EcoRI+A (5’-
AGACTGCGTACCAATTC/A-3’) y Mse I+A (5’-GACGATGAGTCCTGAGTAA/A-3’).  

Amplificación selectiva: el cebador Eco RI se había marcado radiactivamente con 
anterioridad. Para ello se preparó la siguiente mezcla (10 µL): cebador Eco RI (12,5 ng.µL-1), 

enzima T4 Kinasa (0,5 U.µL-1), buffer de la kinasa (1X), y  32P-ATP (0,33 µCi). Luego de 

incubar 1 h a 37C, la enzima se inactivó por calor (65C por 10 min). Para la amplificación 
se prepararon dos mezclas. Una primera mezcla (5 µL) contuvo los cebadores Eco RI 
marcado (0,5 µL de la mezcla anterior) y Mse I (6 ng.µL-1) y el pool de desoxirribonucleótidos 
(0,8 mmol.L-1). La segunda mezcla (10 µL) contenía la Taq polimerasa (0,1 U.µL-1) y el buffer 
de PCR (2X). Para realizar el PCR se mezclaron 5 µL del ADN preamplificado diluido 1:20, 5 
µL de la mezcla 1 y 10 µL de la mezcla 2. Por último se llevó a cabo la reacción de PCR 

utilizando el siguiente programa: un ciclo a 94C (30 s), 65C (30 s) y 72C (60 s), 

disminución de la temperatura de alineamiento desde 65C hasta 56C durante 13 ciclos 

(0,7C como promedio por ciclo) y 23 ciclos a 94C (30 s), 56C (30 s) y 72C (60 s).  

En este paso se utilizaron cuatro combinaciones de cebadores para esta amplificación. Ellas 
fueron EcoRI+ AAT con MseI+ AAG, ATG, AGT o ACC. Estas combinaciones resultaron las 
más polimórficas en un ensayo preliminar con otras seis combinaciones adicionales (datos 
no mostrados). 

Electroforesis: después de la PCR se añadió buffer de carga (ácido etilendiaminotetracético 
[10 mmol.L-1, formamida (98%), bromofenol azul (0,06%) y xileno cianol (0,06%)] y se 
preparó un gel de poliacrilamida al 6% [19:1 acrilamida: bis acrilamida), urea (7,5 mol. L-1), 

buffer TBE (1 X)], se desnaturalizaron las muestras a 95C por 5 min y se colocaron en hielo 
rápidamente para evitar la renaturalización. Se cargaron en el gel y se realizó una corrida 
(preelectroforesis) por 20-30 min hasta que la intensidad bajó hasta 35 mA. Se cargaron las 
muestras y se corrió por alrededor de 3 h. Luego se secó el gel y se expuso a un filme de 

rayos X (Kodak) toda la noche a -80C. Los autorradiogramas se analizaron visualmente y se 
construyó una matriz binaria donde uno representa la presencia de la banda y cero, su 
ausencia.  

2.3.2. Diversidad genética mediante el marcador tipo RAPD 

A) Selección de los cebadores de mayor polimorfismo 

Se probaron 93 cebadores decaméricos (Anexo 2) de Operon Technologies (Alameda CA, 
EE.UU.) y de Genosys Biotechnologies, Inc. (The Woodlands, TX, EE.UU.), con el ADN 
genómico de cuatro genotipos de piña morfológicamente diferentes ('Cabezona', 'MD-2', 
'Cayena lisa' y 'Española roja'), según lo informado por la literatura (Morton, 1987; 
Bartholomew et al., 2002). Para eliminar las variaciones en cada electroforesis y asegurar las 
bandas polimórficas seleccionadas, las reacciones se repitieron dos veces.  
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Preparación de la mezcla maestra: la mezcla de amplificación, para un volumen total de 15 
μL, estaba compuesta de 1X buffer (10X) [160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCl (pH 8,8)]; 
1,5 mM MgCl2; 0,1 mM dNTPs (1 mM); 10 pmoles de cebadores (10 pmoles.μL-1); 1U Taq 
polimerasa (5 u.μL-1) BioTaqTM (Bioline, London, UK); 25 ng de ADN genómico y el resto a 
completar con agua. 

Amplificación (PCR): las reacciones se realizaron en un termociclador PCT-100 Peltier, MJ 
Research Incorporated (San Francisco, EE.UU.). Se siguió un programa de 3 h aproximadas 
de duración, con el siguiente perfil de temperatura: un paso inicial de desnaturalización de 5 
min a 94°C; seguida de 35 ciclos, compuestos por una etapa de desnaturalización de 30 s a 
94°C, una de hibridación a 36°C durante 30 s y una extensión a 72°C durante 1 min, la 
finalización del programa se hizo con un ciclo de extensión final a 72°C durante 5 min.  

Separación de los productos RAPD: los productos de amplificación se separaron mediante 
electroforesis horizontal, en gel de agarosa al 2,5% (1,25% de NuSieve®GTG® y 1,25% de 
Seakem®GTG®), en buffer 1X TBE. Se corrieron en cámara electroforética, a temperatura 
ambiente y a 80 V, con el marcador de peso molecular (pBR322 ADN – BstN I Digest). 
Previo a la carga del gel, se añadió a las amplificaciones 2,0 μL de tinción como tampón de 
carga azul de bromofenol y Ficoll 400 (20%). 

Visualización de los productos: para la visualización de los fragmentos amplificados del 
ADN, el gel se tiñó con solución de bromuro de etidio (0,75 µg.mL-1) y se observó en un 
transiluminador de luz ultravioleta (312 nm). Los productos amplificados se fotografiaron y se 
analizaron visualmente; solamente fueron evaluadas las bandas polimórficas nítidas, a las 
que se le asignó valor “0” en ausencia y “1” en presencia, para crear una matriz de datos 
binarios. Se seleccionaron los cebadores más polimórficos del análisis de los datos 
moleculares mediante la metodología propuesta por Guzmán (2005).  

B) Amplificación del ADN de las accesiones de la colección con los cebadores de 
mayor polimorfismo 

La amplificación del ADN de las accesiones de la colección, se realizó con los siete 
cebadores RAPD de mayor polimorfismo. Se siguió la metodología descrita en inciso A) del 
presente acápite. Para eliminar las variaciones en cada electroforesis y asegurar las bandas 
polimórficas seleccionadas, las reacciones se repitieron dos veces. 

2.3.3. Diversidad genética mediante el marcador tipo SSR 

Con el objetivo de aumentar el número de marcadores disponibles y poder diferenciar los 
genotipos de la colección, se llevó a cabo un estudio mediante la técnica SSR.  

A) Diseño de cebadores SSR  

En una primera aproximación se utilizaron los marcadores microsatélites publicados en la 
literatura para A. comosus (Kinsuat y Kumar, 2007). Tras los resultados obtenidos, no 
satisfactorios, se procedió a diseñar nuevos cebadores a partir de las secuencias publicadas 
de A. bracteatus, en el NCBI (Blanc, 2003) y se rediseñaron otros cebadores de las 
secuencias usadas anteriormente (Anexo 3). El diseño se realizó mediante el paquete 
estadístico Primer3 ver. 0.4.0 (Steve y Helen, 2000). La nomenclatura utilizada en los 
cebadores fue: para los modificados “M” y para diferenciar los que se crearon de una misma 
secuencia “a” o “b”. Para la búsqueda de las secuencias se consultó en la base de datos del 
NCBI, las secuencias informadas para el género Ananas que no coincidieran con los mismos 
autores del artículo. De un total de 50, se escogieron 20 al azar de A. bracteatus, para el 
diseño de los nuevos cebadores, se siguió el mismo procedimiento anteriormente utilizado y 
se le asignó la siguiente nomenclatura, las letras ANBR de A. bracteatus, y el número 
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corresponde a los últimos dos dígitos de la secuencia en el banco de genes (NCBI). Por 
último se comprobaron los cebadores y se seleccionaron los más polimórficos. 

Preparación de la mezcla maestra: la mezcla de amplificación, para un volumen total de 15 
μL estaba compuesta de 1X buffer (10X) [160 mM (NH4)2SO4; 670 mM Tris-HCl (pH 8,8)]; 2 
mM MgCl2; 0,1 mM dNTPs (1 mM); 0,4 μM de cada uno de los cebadores (indirecto 3`- 5` y 
directo 5`- 3`); 1U Taq polimerasa (5U) Bio TaqTM (Bioline, London, UK); 20 ng de ADN 
genómico y el resto a completar con agua. 

Amplificación (PCR): las reacciones se realizaron en termociclador I-Cycler (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Se siguió un programa de 2 h de duración, con el 
siguiente perfil de temperatura: un paso inicial de desnaturalización de 5 min a 94°C, seguida 
de 35 ciclos, los cuales estuvieron compuestos por una etapa de desnaturalización de 30 s a 
94°C, una hibridación 30 s a 55°C y una extensión de 1 min a 72°C; la finalización del 
programa se realizó con un ciclo de extensión final a 72°C durante 5 min.  

Separación de los productos SSR: los productos de amplificación se separaron mediante 
electroforesis horizontal en gel de agarosa de alta resolución (Metaphor, FMC Bioproducts) 
al 3% en buffer TBE, en cámara electroforética a 4°C y a 150 Voltios, con un marcador de 
pesos moleculares HyperLadder I (Bioline) de 20 pb. Previo a la carga del gel, se le añadió a 
las amplificaciones 5,0 μL tampón de carga. 

Visualización de los productos: para la visualización de los productos se siguió igual 
procedimiento que en el acápite 2.3.2., inciso A). Se seleccionaron los cebadores que 
amplificaron adecuadamente y que detectaron polimorfismo. 

B) Amplificación del ADN de las accesiones con los cebadores más polimórficos 

La amplificación del ADN de las accesiones de la colección, se realizó con los 12 cebadores 
SSR que amplificaron adecuadamente y que detectaron polimorfismo. Se marcó el extremo 
5’ de la secuencia del cebador directo (5’- 3’) de cada pareja de cebadores, con los 
fluorocromos D2, D3 y D4 de Beckeman Clouter (Proligo, Paris, Francia). La preparación de la 
mezcla maestra y la amplificación de la PCR se realizaron igual que en el presente acápite, 
inciso A). 

Visualización: para estimar el tamaño de los fragmentos amplificados, los productos de la 
PCR se procesaron mediante electroforesis capilar en un analizador automático de 
fragmentos CEQTM 8000 (Beckmann Coulter, Fuellerton, CA, EE.UU.), en el cual las 
muestras fueron desnaturalizadas a 90°C durante 120 s, inyectadas a 2,0 kV durante 30 s y 
separadas a 6,0 kV durante 32 min. Para eliminar las variaciones en cada electroforesis y 
asegurar con exactitud el tamaño de los fragmentos, las reacciones se repitieron dos veces. 

2.4. Identificación de las amenazas de erosión genética del germoplasma de piña y 
acciones para minimizarlas 

Para identificar las amenazas de erosión genética del germoplasma de piña conservado 
tanto in situ como ex situ, se utilizó el método de Investigación-Acción-Participación (IAP) 
(Pérez, 1990; Santos et al., 2011), en el que se consideraron los criterios recogidos en los 
talleres y entrevistas de 55 actores locales (agricultores) y cinco expertos, durante las 
prospecciones realizadas en las tres regiones de Cuba entre los años 2000-2012. En la 
implementación de las propuestas de las acciones para minimizar las amenazas detectadas 
se tuvieron en cuenta las recomendaciones derivadas de los trabajos de Coppens 
d’Eeckenbrugge et al. (2005) y Barrios (2010).  

Análisis de datos: se agruparon los criterios emitidos que implicaban amenazas de erosión 
y se determinó la frecuencia y el porcentaje de cada uno por región geográfica y en el total 
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del país. Para seleccionar los criterios que mayor incidencia tenían en el estudio, se 
escogieron los que tenían ≥ 20% de coincidencia. Los datos fueron procesados por el 
programa Microsoft Excel. 

2.5. Conservación del germoplasma a partir de las acciones propuestas para disminuir 
la pérdida de diversidad gnética 

2.5.1. Establecimiento y validación de la colección núcleo 

2.5.1.1. Establecimiento de la colección núcleo 

En el establecimiento de la colección núcleo se tuvieron en cuenta las accesiones de la 
colección cubana, caracterizadas en los acápites anteriores. Los grupos formados a partir del 
análisis de conglomerados de los Descriptores Mínimos (acápite 2.2.3.) determinaron a priori 
el tamaño de la muestra a tomar o dominio (Franco et al., 2006; Fundora et al., 2006; 
Fernández, 2009). Para la selección de las accesiones que conformaron la colección núcleo 
final, se utilizó el método de estratificación (Balakrishnan y Nair, 2003), el cual se basa en la 
selección sucesiva en cada conglomerado (formado a partir de los descriptores mínimos 
morfoagronómicos de la colección base). Con los resultados obtenidos en los análisis 
precedentes, los criterios del curador (Abadie y Berretta, 2005; Fundora et al., 2006) y la 
representatividad de la procedencia geográfica (van Hintum et al., 2003), se hizo la primera 
selección de los cultivares a integrar la colección núcleo. La segunda y última selección de 
las accesiones que integrarán la colección núcleo se realizó teniendo en cuenta el resultado 
de los análisis moleculares mediante RAPD y SSR. El porcentaje relativo de contribución de 
cada grupo a la variabilidad total de la colección núcleo se determinó por su diversidad 
relativa (a mayor o menor presencia) mediante el  programa Microsoft Excel. 

2.5.1.2. Validación de la propuesta de colección núcleo 

La retención de la diversidad genética en la colección núcleo se verificó teniendo en cuenta 
las distancia genéticas promedio obtenidas en cada grupo horticultural formado con los dos 
marcadores moleculares RAPD y SSR y con el promedio de los tres grupos.  
La representatividad de la colección núcleo se verificó a partir de la comparación de la 
variabilidad de los caracteres cuantitativos en relación con la colección base, a través de la 
determinación del rango de variabilidad promedio retenido para los caracteres, según la 
metodología propuesta por Diwan et al. (1995) con la siguiente expresión:  

 
donde RR es el rango promedio retenido, RnCC es el rango de la variable n en la colección 
núcleo, RnCB es el rango de la variable n en la colección base, y t es el número total de 
variables comparadas. Estas estimaciones se realizaron con el empleo del paquete 
estadístico Microsoft Excel. 

Se calcularon las coincidencias entre las frecuencias de los estados de los descriptores 
mínimos cualitativos para ambas colecciones (base y núcleo), con el objetivo de comparar el 
núcleo seleccionado con la colección base. La comparación se efectuó a partir de la 
estimación del coeficiente de correlación de rangos para datos no paramétricos de 
Spearman (Steel y Torrie, 1980; Fundora, 2007) mediante el paquete estadístico SPSS 11.5. 

2.5.2. Crioconservación del germoplasma 

Se utilizó como material vegetal nueve accesiones provenientes del Banco de 
germoplasma in vitro (15Cu Cabezona, 37Cu Española roja P3R5, 59Cu Española Roja 
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del Caney, 21Cu Cayena lisa Serrana, 22Cu MD2, 9Cu Puerto Rico, 26 Perolera, 14Cu 

Piña blanca, 29Cu Piñuela Karata) y se utilizó como modelo ‘MD-2’, micropropagadas 
según el protocolo establecido (Daquinta y Benegas, 1997). 

Etapa I. Acondicionamiento de las vitroplantas donantes: se utilizaron plantas in vitro 
después de cuatro-seis subcultivos, multiplicadas en medio de cultivo líquido con sales MS 
(Murashige y Skoog, 1962), 100 mg.L-1 mioinositol + 2,1 mg.L-1 BA + 0,3 mg.L-1 ANA + 1,0 
mg L-1 Tiamina + 30 g.L-1 sacarosa (0,08 mol.L-1), con un pH del medio justado a 5,6. Las 
plantas se subcultivaron cada 30 días y crecieron a 27±2°C con fotoperíodo de luz artificial 
de 18 h.día-1, entre 1 500 y 2 000 lux de iluminación. 

Etapa II. Pre-cultivo de ápices: para determinar el tipo de ápice más adecuado antes y 
después de inmersión en nitrógeno líquido durante 0-30 min se probaron dos tipos de ápices 
el ápices tipo I (2,5 - 3 mm de longitud) con una pequeña base apical y tres a cuatro 
primordios foliares que lo cubrían; ápice tipo II (0,8 - 1,3 mm de longitud) ápices con la base 
apical pequeña con uno o dos primordios foliares.  

La disección del explante se realizó bajo un estéreo microscopio (ACUS SCOPE) en un 
gabinete de flujo laminar a partir de las vitroplantas. Los ápices se cultivaron durante dos 
días, cinco ápices por placa de Petri que contenían un medio de cultivo MS semisólido 
suplementado con 100 mg.L-1 Mioinositol (1,0 mg.L-1), Tiamina (30 g.L-1) y sacarosa 0,08 
mol.L-1. Se determinaron los efectos del precultivo en sacarosa suplementando con 0,1; 0,3; 
0,5 y 0,7 mol.L-1 de sacarosa, para mejora de la supervivencia de los ápices 
crioconservados. Posteriormente se determinó el efecto de la solución de carga, para esto se 
tuvo en cuenta los mejores tratamientos del experimento anterior, donde los explantes 
precultivados en sacarosa se sometieron a 1 mL de las soluciones de carga (0,4 mol.L-1 
sacarosa+ 2,0 mol.L-1 glicerol; 0,75 mol.L-1 sacarosa + 1,0 mol.L-1 glicerol) en crioviales con 
capacidad total de 2 mL durante 25 min a 25°C. 

Etapa III. Deshidratación con la solución vitrificadora 

PVS2: a los dos días de precultivo los ápices pasaron a los crioviales (2 mL de volumen 
total) que contenían 1,5 mL de solución de PVS2 a temperatura ambiente. El material vegetal 
se mantuvo durante un período de tiempo (0-30 min) a 25°C, para determinar el tiempo de 
deshidratación en PVS2. Después se determinó el tiempo de deshidratación en PVS2 del 
material en un periodo de tiempo (0–180 min) a 25°C de acuerdo vegetal según la aplicación 
de la solución de carga antes y después de la inmersión en nitrógeno líquido. Así como 
también se realizó la evaluación del número total de grupos OH por siguiente la fórmula:  

Molaridad * NA * [OH] 

donde, NA- Constante de Avogadro 6,022 x 10 23 mol-1, [OH] grupos OH por molécula. 

Para mejorar la supervivencia de los ápices durante la crioconservación se evaluó el efecto 
de la temperatura, en la que se tuvo en cuenta los mejores tratamientos de los acápites 
anteriores con las siguientes modificaciones, donde el material vegetal se mantuvo durante 
un período de tiempo (0–540 min) a 25 y 0°C. 

Etapa IV. Inmersión en nitrógeno líquido: posteriormente los crioviales se sumergieron en 
nitrógeno líquido y se mantuvieron por 2 h en estas condiciones. 

Etapa V. Calentamiento: el calentamiento de los crioviales se realizó en baño de agua a 
más de 40°C, durante 2-3 min.  

Etapa VI. Destoxificación (solución de descarga): la solución vitrificadora PVS2 de los 
crioviales se reemplazó una vez por 1 mL de una solución de 1,2 mol.L-1 de sacarosa y se 
mantuvo durante 30 min a 25°C. 
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Etapa VII. Recuperación: los ápices de los diferentes tratamientos se pasaron a papel de 
filtro que cubrió la superficie de placas de Petri que contenía el medio de micropropagación 
pero desprovistos de los reguladores del crecimiento. 

Etapa VIII. Evaluación de supervivencia: a la semana, los ápices se transfirieron a placas 
de Petri que contenían medio de micropropagación con idénticas condiciones iniciales 
27±2°C y fotoperiodo de luz artificial de 18 h día-1, entre 1 500 y 2 000 lux de iluminación, 
durante tres semanas. La evaluación de la supervivencia se realizó según lo establecido por 
Martínez- Montero (2012), en el que se evaluó el porcentaje de supervivencia, el número de 
ápices que mostró síntomas de recrecimiento a las cinco semanas de recuperación, para 
esto se midió su tamaño. Los porcentajes de supervivencia se expresaron con respecto al 
total de ápices usados por tratamiento. 

- Efecto del precultivo en sacarosa como factor adicional en la mejora de la 
supervivencia de los ápices crioconservados  

Para mejorar la supervivencia de los ápices durante la crioconservación se evaluó el efecto 
del precultivo en sacarosa. Se tuvo en consideración el mejor tratamiento del acápite anterior 
con las siguientes modificaciones: En la Etapa II el medio de precultivo se suplementó con 
0,1; 0,3; 0,5 y 0,7 mol.L-1 de sacarosa. En la Etapa III el material vegetal se mantuvo durante 
0 – 60 min a 25°C. 

- Efecto de la solución de carga en la supervivencia de los ápices 

Se evaluó el efecto de la solución de carga teniendo en consideración los mejores 
tratamientos de los acápites anteriores con las siguientes modificaciones: En la Etapa II los 
explantes precultivados en sacarosa se sometieron a 1mL de las soluciones de carga (0,4 
mol/L sacarosa + 2,0 mol.L-1 glicerol; 0,75 mol.L-1 sacarosa + 1,0 mol.L-1 glicerol) en 
crioviales con capacidad total de 2,0 mL durante 25 min a 25°C. En la Etapa III el material 
vegetal se mantuvo durante 0 – 180 min a 25°C.  

- Efecto de la disminución de la temperatura durante la deshidratación de los ápices en 
PVS2 

Se evaluó el efecto de la temperatura donde se consideraron los mejores tratamientos de los 
acápites anteriores con las siguientes modificaciones: En la Etapa III el material vegetal se 
mantuvo durante 0 – 540 min a 25°C y 0°C 

- Efecto de la composición química de la solución vitrificadora 

Se evaluó el efecto de la composición química de la solución vitrificadora en la que se 
tuvieron en consideración los mejores tratamientos de los acápites anteriores con las 
siguientes modificaciones: En las etapas que corresponda además del PVS2 se empleó la 
PVS3 como tratamiento independiente. En la Etapa III el material vegetal se mantuvo 
durante 0 – 540 min a 0°C. 

- Aplicación del procedimiento de vitrificación  

Para culminar la validación de la estrategia se aplicó el procedimiento de vitrificación para las 
nueve accesiones, se tuvo en consideración los mejores tratamientos de los acápites 
anteriores. Además de la supervivencia, se evaluó la formación de brotes a partir de los 
ápices deshidratados y crioconservados, respectivamente a las seis semanas de incubación. 

- Análisis histológico durante la crioconservación de ápices de piña 

El análisis histológico se realizó a partir de muestras de ápices deshidratados y 
crioconservados en el cultivar MD2, los cuales fueron sometidos durante 0, 180, 300, 420 y 
540 min en la solución vitrificadora PVS3 a 0°C. Se siguió un procedimiento similar en las 
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muestras las cuales fueron fijadas en solución F.A.A (formol - ácido acético - alcohol etílico) 
al 5-5-50% (v/v), respectivamente. Se lavaron en agua corriente durante 24 h para eliminar el 
exceso de fijador. Una vez concluido el lavado, el tejido fue deshidratado en concentraciones 
seriadas de alcohol etílico (30, 50, 70, 80 y 90%) y tres veces por alcohol etílico absoluto, 
durante 2 h en cada pase. Después del proceso de deshidratación las muestras se aclararon 
en alcohol- Bensol (50% v/v), Luego se continuó la deshidratación en tres pases de Bensol 
durante 1 h y finalmente se embebieron en una serie de tres pases de parafina con un 
período de impregnación de 1 h por pase. Seguidamente se incluyeron en bloques de 
parafina a los que se le realizaron cortes seriados con un grosor de 20 μm, en un micrótomo 
manual de deslizamiento vertical. La técnica de tinción utilizada fue la tinción de Flemming 
(Johansen, 1940).  

Para la observación de las muestras se utilizó un microscopio Carl Zeiss al cual se le acopló 
una cámara digital Canon Power Shot A620, con la que se tomaron las imágenes. Después 
de realizado el procedimiento de vitrificación, fue validado en nueve accesiones del banco de 
germoplasma nacional piña (15cu Cabezona, 37aCu Española roja P3R5, 59Cu Española 
roja del Caney, 21Cu Cayena lisa Serra, 22Cu MD2, 25 Puerto Rico, 26 Perolera, 14Cu Piña 
blanca y 29Cu Piñuela Karata); se seleccionaron los mejores tratamientos de los acápites 
anteriores. Las variables evaluadas fueron la supervivencia de los ápices deshidratados y 
crioconservados, a las seis semanas de incubación. 

Procesamiento estadístico de los datos: se realizaron análisis monofactoriales con más 
de dos niveles, con cinco repeticiones y se aplicó un Diseño completamente aleatorizado. En 
el procesamiento estadístico de los datos se empleó el utilitario SPSS ver. 11.5 para 
Windows (IBM SPSS, 2011). Se comprobó la distribución normal de los datos mediante la 
prueba de homogeneidad de las varianzas a través de la prueba Levene. Se aplicó a las 
variables Análisis de varianza de clasificación simple (ANOVA completamente aleatorizado). 
Para determinar si existían diferencias significativas entre las medias de los tratamientos se 
compararon mediante la prueba de Tukey HSD p<0,05. En algunos casos se necesitó la 
transformación de datos según x’=2 arcosen (x/100) 0,5. 

2.5.3. Propagación in vitro de híbridos cubanos conservados en la colección  

Material vegetal: se utilizó plantas in vitro de los híbridos cubanos de piña CBCE-74 y 
CBCE-116, obtenidos por Benega et al. (1999) en el Programa de Biotecnología del Centro 
de Bioplantas de Ciego de Ávila. 

Montaje de los experimentos: en los experimentos se utilizó el medio basal MS (Murashige 
y Skoog, 1962), modificado por Daquinta (1998), el cual constituyó el control para las 
variantes experimentales. Se modificaron los reguladores del crecimiento, tanto en la fase de 
multiplicación como en la de enraizamiento. Los tratamientos corresponden a la aplicación 
de diferentes concentraciones de dos biorreguladores: Pectimorf®, producido por el Instituto 
Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA) y el BB-16 producido por la Facultad de Química de 
la Universidad de la Habana, combinados con los reguladores del crecimiento empleados por 
Daquinta (1998). La metodología de trabajo utilizada en cada uno se describe a 
continuación. 

2.5.3.1. Pectimorf® en las fases de multiplicación y enraizamiento del híbrido CBCE-116 

En la Tabla 4 se muestran los tratamientos de Pectimorf® combinado con los reguladores del 
crecimiento o solo en las fases de multiplicación y enraizamiento del híbrido CBCE-116, para 
comprobar su efectividad como sustituto parcial o total de los reguladores. 
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Tabla 4. Tratamientos en las fases de multiplicación y enraizamiento del híbrido de piña CBCE-116 
con el empleo del Pectimorf y los reguladores del crecimiento ANA, 6 BAP y GA3. 

MULTIPLICACIÓN ENRAIZAMIENTO 

Tratamientos 
ANA 

(mg.L-1) 
6 BAP 

(mg.L-1) 
Pectimorf 
(mg.L-1) 

Tratamientos 
6 BAP 

(mg.L-1) 
GA3 

(mg.L-1) 
Pectimorf 
(mg.L-1) 

Control 0,3 2,1 - Control 0,5 1 - 

T1 

A 

- - 

1 

T1 

A 

- 1 

1 

B 5 B 5 

C 10 C 10 

T2 

A 

0,3 2,1 

1 

T2 

A 

0,5 - 

1 

B 5 B 5 

C 10 C 10 

T3 

A 

0,3 1 

1      

B 5      

C 10      

T4 

A 

0,3 0,5 

1      

B 5      

C 10      

 

2.5.3.2. Biobras-16 en las fases de multiplicación y enraizamiento del híbrido CBCE-74 

En la Tabla 5 se muestran los tratamientos de BB-16 combinado con los reguladores del 
crecimiento o solo en las fases de multiplicación y enraizamiento del híbrido CBCE-74, para 
comprobar su efectividad como sustituto parcial o total de los reguladores. 

Tabla 5. Tratamientos en las fases de multiplicación y enraizamiento del híbrido de piña CBCE- 74 
con el empleo de BB-16 y los reguladores del crecimiento ANA, 6 BAP y GA3. 

MULTIPLICACIÓN ENRAIZAMIENTO 

Tratamientos 
ANA 

(mg.L-1) 
6 BAP 

(mg.L-1) 
BB-16 

(mg.L-1) 
Tratamientos 

6 BAP 
(mg.L-1) 

GA3 

(mg.L-1) 
BB-16 

(mg.L-1) 

Control 0,3 2,1 - Control 0,5 1 - 

T1 
A - 

- 
2,1 

0,01 
T1 

A 
- 1 

0,01 

B 0,05 B 0,05 

T2 
A 

0,3 

- 
0,01 

T2 
A 

0,5 - 
0,01 

B 0,05 B 0,05 

T3 
A 

1 
0,01      

B 0,05      

T4 
A 

0,15 

2,1 
0,01      

B 0,05      

T5 
A 

1 
0,01      

B 0,05      

T6 
A 

- - 
0,01      

B 0,05      

 

Condiciones del cultivo: el medio de propagación utilizado fue líquido, 15 mL por frasco a 
pH 5,8. Se esterilizaron en autoclave por espacio de 20 min a 121ºC con 1,5 atmósferas de 
presión. El almacenamiento de los medios fue por 72 h antes del cultivo de los explantes. Se 
colocaron cinco brotes por tratamiento y un total de ocho réplicas. Una vez propagado el 
material vegetal se trasladó a la cámara de cultivo con temperatura de 25± 2ºC, humedad 
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relativa de 80-90%, luz artificial con fotoperiodo de 16 h luz y la intensidad luminosa de 18,75 
µmol.m-2.s-1. En la fase de multiplicación cada subcultivo se realizó cada 45 días y 
comenzaron desde el cuarto subcultivo hasta el noveno; en el de enraizamiento no se 
subcultivaron porque esta etapa solo comprende 45 días. 

Evaluación de los experimentos: se realizó a los 45 días del subcultivo en la fase de 
multiplicación y antes del pase a la fase de aclimatización en la de enraizamiento. El 
tratamiento T4B (ANA 0,3 mg.L-1 + 6 BAP 0,5 mg.L-1 + 5 mg.L-1 Pectimorf) se contaminó por 
lo que no se evaluó. Las variables evaluadas fueron:  

FASE DE MULTIPLICACIÓN: FASE DE ENRAIZAMIENTO: 

- Coeficiente de multiplicación  - Altura de la planta (cm)  

- Número de hojas  - Longitud de las hojas (cm) 

- Altura de la planta (cm) - Ancho de las hojas (cm)  

- Ancho de las hojas (cm)  - Número de hojas 

- Masa fresca (g) - Número de raíces  

- Masa seca (g) - Longitud de las raíces (cm) 

- Número de brotes - Masa fresca (g)  

 - Masa seca (g)  

Análisis de datos: se procesaron mediante Análisis de varianza de clasificación simple 
(ANOVA completamente aleatorizado). Para determinar si existían diferencias significativas 
entre las medias de los tratamientos se compararon mediante la prueba de Tukey HSD 
p<0,05 (Zar, 1999). Con los valores de las medias de cada variable se realizó un Análisis de 
Componentes Principales (ACP), por el paquete estadístico SPSS ver. 20 (SPSS, 1986 - 
2001). Los valores de las variables coeficiente multiplicación, número de hojas, de brotes y 

raíces se transformaron mediante la fórmula 1X . 

2.5.3.3. Respuesta del híbrido CBCE-116 en la fase de aclimatización 

La investigación se realizó en el área de aclimatización del Centro Universitario “Vladimir Ilich 
Lenin”, de la provincia Las Tunas.  

Material vegetal: plantas in vitro del híbrido CBCE-116, con igual tamaño, aproximadamente 
5-10 cm. 

2.5.3.3.1. Sustratos  

Sustratos: se utilizaron diferentes sustratos Humus de Lombriz, Cachaza y Zeolita en 
diferentes proporciones (Tabla 6). Se empleó un diseño completamente aleatorizado para 
comparar las diferentes combinaciones de los sustratos empleados. La plantación se realizó 
en cajuelas de poliespuma para 50 plantas. El riego se realizó según las exigencias 
establecidas para esta etapa en el cultivo. 
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Tabla 6. Tratamientos en la etapa de aclimatización del híbrido de piña CBCE- 116.  

ACLIMATIZACIÓN 

Tratamientos 
Cachaza 

(%) 

Zeolita 
(%) 

Humus de 
lombriz (%) 

T1   100 

T2 100   

T3 75 25  

T4 50 50  

T5 50 25 25 

 
Las evaluaciones se realizaron a 35 plantas controles, a excepción de las variables de las 
hojas y las raíces en las que se trabajo solo con 10 plantas. 

Variables evaluadas: Días a los que se evaluaron  

- Supervivencia: por el método observacional y conteo de 
plántulas  

desde los 7 hasta los 92 

- Número de hojas  desde los 7 hasta los 92 

- Diámetro del tallo (cm) 92 

- Longitud de las hojas (cm)  92 

- Ancho de la hoja D Masa fresca (g) 92 

- Masa fresca de las hojas (g) 92 

- Masa seca de las hojas (g) en estufa durante 72 h a 70°C 
hasta peso constante. 

92 

- Longitud máxima y media de las raíces (cm) 92 

- Masa fresca de las raíces (g) 92 

- Masa seca de las raíces (g) 92 

Análisis de datos: los datos obtenidos fueron procesados mediante Análisis de varianza de 
clasificación simple (ANOVA completamente aleatorizado). Para determinar si existían 
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos se compararon mediante la 
prueba de Tukey HSD p<0,05 (Zar, 1999). Se utilizó el paquete estadístico Statgraphics plus 
versión 5.1. Los valores del porcentaje de supervivencia se transformaron mediante la 

fórmula 2 arcsen p  donde p: porcentaje de la fracción. 

2.5.3.3.2. Régimen de riego y momento de aplicación  

Las normas de riego de 15 y 20 mL con dosis únicas y fraccionadas que se utilizaron (Tabla 
7) fueron productos de los resultados obtenidos en otras especies de plantas in vitro en el 
Proyecto de Alternativas de plantas de interés económico realizado en los años 2001-2003. 
Las mismas fueron aplicadas en dos momentos, días alternos y diarios, con los dos mejores 
sustratos del experimento anterior. 

A. Sustrato: Humus de lombriz 100%, Fecha de inicio: 14 de enero de 2010 y 
terminación: 14 abril de 2010.  

B. Sustrato: Cachaza 100%, Fecha de inicio: 11 de junio de 2010 y terminación: 10 de 
septiembre de 2010.  
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Tabla 7. Normas y momentos de riego a las vitroplantas de piña en la fase de aclimatización en 
distintos sustratos. 

TRATAMIENTOS/ Norma de agua (mL) y momento 

T1 

T2 
15 mañana diarios 

mañana días alternos 

T3 
T4 

10+5 mañana + tarde diarios 

mañana + tarde días alternos 

T5 
T6 

5+10 
mañana + tarde diarios 

mañana + 1 tarde días alternos 

T7 
T8 

20 
mañana diarios 

mañana días alternos. 

T9 
T10 

10+10 
mañana + tarde diarios 

mañana + tarde días alternos 

T11 
T12 

15+5 
mañana + tarde diarios 

mañana + tarde días alternos 

T13 
T14 

5+15 
mañana + tarde diarios 

mañana + tarde días alternos 

Se controlaron las precipitaciones ocurridas con la ayuda de una lámina de polietileno que 
impidió que las plantas tomaran más agua que las suministradas a través de las diferentes 
normas de riego objeto de estudio. 

Las evaluaciones se realizaron en 10 plantas de cada tratamiento, desde los 15 hasta 90 
días, mediante el método observacional y conteo de las plántulas 

Variables evaluadas: Días a los que se evaluaron  

- Número de hojas activas a partir de los 15 hasta los 92 
días 

- Diámetro del tallo (cm) 90 

- Longitud y ancho de la hoja D  60-90 días 

- Longitud máxima y media de las raíces (cm) 90 

- Masa fresca y seca de las hoja D (g) 90 

- Longitud máxima y media y numero de raíces (cm)  90 

- Masa fresca y seca de las raíces (g) 90 

Análisis de datos: los datos fueron procesados mediante ANOVA completamente 
aleatorizado. Para determinar si existían diferencias significativas entre las medias de los 
tratamientos se compararon mediante la prueba de Tukey HSD p<0,05 (Zar, 1999). Se utilizó 
el paquete estadístico Statgraphics plus versión 5.1. Los valores del porcentaje de 

supervivencia se transformaron mediante la fórmula 2 arcsen p  donde p: porcentaje de la 

fracción.  
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Exploración de la diversidad de los recursos fitogenéticos de piña y especies afines  

En las prospecciones realizadas en las tres regiones de Cuba, se observó que de los cinco 
grupos horticulturales establecidos para piña por Py et al. (1987), cultivados in situ, solo 
existían tres: Española, Cayena y Pernambuco. En la Tabla 8 se muestra la diversidad, la 
distribución y los principales cultivares. Como bien se aprecia en esta tabla y en la figura 2, la 
base genética de la especie es muy pobre, los cultivares del grupo Española fueron los más 
distribuidos y los más utilizados por los agricultores, por esta razón Española roja se 
consideró la “reina” de los campos de Cuba. A pesar de que se caracterizan por tener 
espinas muy agresivas y frutos pequeños, presenta gran rusticidad y adaptabilidad, lo que 
explica su amplia distribución y aceptables rendimientos. 

Los cultivares menos representados fueron de los grupos horticulturales Pernambuco y 
Cayena. Estos, aunque poseen un fruto con mejor aceptación en el mercado por sus 
excelentes cualidades, requieren de mayores atenciones culturales y tienen menor 
rusticidad, lo que hace que los agricultores pierdan interés por cultivarlos. La baja diversidad 
que se presenta en los recursos fitogenéticos de piña y el predominio del cv. 'Española roja', 
se corresponde con lo observado en las primeras colectas.  

Se pudo constatar que muchos productores tienen un conocimiento limitado sobre el manejo 
adecuado y los requerimientos del cultivo. Entre las dificultades detectadas se puede 
mencionar que la densidad de plantación es irregular, en muchos casos emplean una 
excesiva distancia entre surcos, lo que no sucede con otros cultivos tradicionales como: 
frijoles, yuca, ajíes, tomate y maíz. No realizan el deshije, el deshoje, lo que limita la entrada 
en las plantaciones, el apropiado desarrollo de las labores agrotécnicas y de las cosechas, 
sobre todo en aquellas que cuentan con varios años. En muchas áreas no se induce la 
floración, lo que afecta negativamente la uniformidad en la fructificación. Las plantaciones 
eran heterogéneas debido a la mezcla de las fuentes de propágulos del cultivo (Fig. 3) y en 
ocasiones las establecen en suelos no apropiados debido a sus características de pH (≥4 y 
≤6,5) y de pobre drenaje y aireación (IIFT, 2009). 

Las dificultades relacionadas con las labores culturales del cultivo, se minimizaron a través 
de la capacitación, talleres y entrega a los productores de folletos técnicos del cultivo 
elaborado por autora de la investigación. Igual forma de capacitación ha sido recomendada 
por Barrios (2010), quien a través de talleres en comunidades rurales de Cuba, ha logrado 
mejorar el trabajo de los agricultores en el manejo y la conservación de cultivares 
tradicionales de Capsicum spp. 

Las prospecciones y los intercambios con los agricultores y la comunidad permitieron valorar el 
estado de la erosión genética presente en A. comosus y promover la necesidad de la 
conservación de los recursos fitogenéticos. Además posibilitaron la actualización de los 
productores sobre el manejo y conservación del cultivo y la motivación al intercambio de los 
cultivares 'Barón de Rothschild', 'Cabezona' y 'Piña blanca', que apenas se localizan en 
determinas zonas del país y en muy pequeña cuantía. Los intercambios de material vegetal 
tienen gran importancia, estos según Castiñeiras et al. (2000) son vitales en la preservación 
de la diversidad, tanto para las actuales como para las futuras generaciones. 
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Tabla 8. Diversidad, distribución y principales cultivares de piñas colectadas.  

*Principales cultivares 

 

REGIÓN PROVINCIA 
LUGAR DE 
COLECTA 

NOMBRE DE LAS ACCECIONES 

 y PRINCIPALES CULTIVARES 
GRUPO HORTICULTURAL 

OCCIDENTE 

Pinar del Río 

La Palma Española roja pinareña* Española 

Viñales Española roja camagüeyana Española 

Rosario Española roja camagüeyana Española 

Artemisa 

San Cristóbal Española roja camagüeyana Española 

Candelaria Española roja camagüeyana* Española 

San Antonio Española roja camagüeyana Española 

Alquizar Española roja pinareña y Piña blanca Española y Pernambuco 

Artemisa Española roja pinareña y camagüeyana Española 

Mayabeque 
Madruga Española roja pinareña Española 

Jaruco Española roja pinareña Española 

Matanzas 

 

Bolondrón 
Española roja pinareña, Piña blanca* y 
Cayena lisa* 

Española, Pernambuco y 
Cayena 

Jagüey Grande Española roja pinareña y Piña blanca Española, Pernambuco 

Los Arabos Española roja pinareña y camagüeyana Española 

CENTRO 

Villa Clara 

Santo Domingo Española roja camagüeyana Española 

Corralillo Española roja camagüeyana Española 

Caibarién Española roja camagüeyana Española 

Cienfuegos 

Rodas 
Española roja camagüeyana, Cayena y 
Piña blanca* 

Española, Cayena y 
Pernambuco 

Abreu Española roja camagüeyana Española 

Aguada de 
Pasajeros 

Española roja camagüeyana Española 

Ciego de Ávila 
Morón 

Cayena lisa serrana*, Española roja 
camagüeyana* 

Cayena y Española 

Florencia Española roja camagüeyana* Española 

Camagüey 
Cascorro Española roja camagüeyana Española 

Esmeralda Piña blanca Pernambuco 

ORIENTE 

Granma Cienaguilla 
Española roja camagüeyana y Barón de 
Rothschild 

Española y Cayena 

Holguín 

Gibara Cabezona* Española 

Moa 
Española roja camagüeyana, Piña blanca, 
Cayena lisa 

Española, Pernambuco y 
Cayena 

Frank País Morada*, Piña blanca y Mocaena* Española y Pernambuco 

Santiago de 
Cuba 

Santiago 

de Cuba 

Piña blanca*, Española roja un borde liso, 
Colorada del Ramón y Colorada del 
Caney* 

Pernambuco y Española 

Guantánamo 
Baracoa 

Española roja pinareña, Cabezona, Piña 
blanca y Ocaena 

Española, Pernambuco y 
Cayena 

Niceto Pérez Morada* y Cubana* Española y Pernambuco 

Municipio 
especial 

Isla de la 
Juventud 

La Fe 
Cayena lisa Cayena 

Española roja camagüeyana* Española 

Gerona Española roja camagüeyana Española 
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Figura 2. Porcentaje de los cultivares colectados en las tres regiones. 
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Figura 3. Irregularidades en la densidad de plantación en el cultivo de la piña en Cuba A) Plantación adecuada, B) Excesiva distancia entre 
surcos, C) Insuficiente distancia entre plantas y no deshije, D) Plantación irregular. 
 

B  C  D  
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El objetivo de los talleres con los agricultores del occidente y el centro, estuvo orientado 
mayormente a la necesidad de intercambiar e introducir nuevos cultivares. Como se pudo 
apreciar en la anterior Figura 2, estas regiones resultaron ser las más carentes de 
diversidad, resultado lógico si se tiene en cuenta que en estas se concentran las mayores 
superficies de producción del país. La tendencia de las entidades estatales productoras de 
piña, por ejemplo en Ciego de Ávila, es plantar un solo cultivar, en la actualidad en esta solo 
se fomenta el cv. 'MD-2'. Sin embargo en la región oriental, el objetivo de estos intercambios 
estuvo más encaminado a la preservación de los recursos fitogenéticos, porque esta región 
atesora la mayor riqueza genética de piña en la isla. . Las ferias y talleres, según Manrique y 
Cruzalegui (2006) y Castiñeiras et al. (2009) son alternativas válidas para lograr que los 
agricultores y la comunidad se apropien de los conocimientos necesarios para el manejo y 
conservación in situ de los RFG, y promueven el intercambio de conocimientos y de 
germoplasma. 

Aunque el cultivo de la piña requiere suelos con pH ácido y buen drenaje interno, este se 
extiende por todo el país. La mayor riqueza se encuentra en la zona oriental, donde está 
representado, al menos, un cultivar de los tres grupos horticulturales. Del grupo Española 
existen plantaciones de los cultivares 'Colorada del Caney', 'Cabezona', 'Morada', 'Española 
roja' camagüeyana y 'Española roja' pinareña; del grupo Pernambuco los cultivares 'Piña 
blanca' y 'Cubana', y del grupo Cayena el cv. 'Mocaena'. La amplia diversidad en esta región 
puede deberse a que en esta zona existe una menor tecnificación de los cultivos y un mayor 
arraigo de la producción de subsistencia.  

Otro factor que influye en la preservación in situ de la diversidad en piña en la región oriental, 
es la ubicación geográfica de la comunidad, que afecta el número de cultivares empleados 
en aquellas áreas de difícil acceso y alejadas del mercado, por lo que hay una tendencia 
mayor a la conservación local de los RFG. También la comunidad influye en la motivación de 
los campesinos por producir esta fruta y decide la permanencia o no de algunos cultivares. 
Ejemplo el cv. 'Barón de Rothschild' en la zona de Cienaguilla, provincia Granma, el que a 
pesar de la espinosidad de las hojas y su susceptibilidad a hongos, se mantiene intercalado 
en algunas plantaciones. También se encuentra el cv. 'Cabezona' este solo se localiza en 
algunas localidades de Gibara, provincia Holguín, el cual posee muy poco valor comercial a 
pesar de tener un fruto muy grande (hasta 5 kg), por su baja consistencia, lo que dificulta el 
manejo de postcosecha. En otras especies como en maíz Collado et al. (2004) demostraron 
que la lejanía de las comunidades en la Amazonía peruana contribuyó considerablemente a 
la preservación de la mayor riqueza de este cultivo. 

Si bien se han ejecutado algunas acciones para ampliar la base genética del país, los 
programas de mejora genética no han logrado diversificar los cultivares de piña. Parte de los 
híbridos obtenidos por Benega et al. (1999) quienes combinaron la rusticidad de 'Española 
roja pinareña' y los rasgos productivos y calidad del fruto de 'Cayena lisa serrana'; se han 
multiplicado in vitro para introducirlos en el sector privado y estatal. Sin embargo se 
considera que los esfuerzos realizados por el sector estatal, no han sido suficientes. 

Las prospecciones efectuadas no solo ampliaron la información sobre la diversidad presente 
in situ y el estatus de los recursos fitogenéticos de la especie en Cuba, sino también 
incrementaron la colección cubana en más de un 50%. Los datos pasaporte que fueron 
tomados en cada sitio visitado permitieron el completamiento de la información de cada 
accesión. Una vez incorporadas las accesiones recolectadas al banco de germoplasma 
cubano se determinó la estructura del mismo, el cual quedó constituido por un total de 56 
accesiones (Tabla 1). Un análisis detallado de la misma permite establecer que el 87,5% 
procede de las prospecciones nacionales y el 12,5% es material foráneo. Del total de la 
colección el 44,6% pertenece al grupo horticultural Española, el 19,6% a Cayena, el 12,5% a 
Pernambuco y el resto a híbridos y especies afines. 
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Durante la realización de la presente investigación solo se produjo introducción de material 
foráneo en los dos primeros años (1997-1999). A la colección se incorporaron, después de 
una rigurosa cuarentena, más de 30 accesiones de los grupos horticulturales Cayena, 
Pernambuco y Perolera, así como especies afines; las mismas procedían de Brasil, 
Martinica, México, Colombia, Puerto Rico, Hawai, Francia, República Dominicana, Panamá, 
Kenia, Ecuador y Costa Rica. No obstante, al observar en la anterior Tabla 1 la columna 
“procedencia” de las accesiones, se aprecia que ya no están presentes genotipos 
introducidos de algunos de los países antes mencionados, lo que implica una disminución de 
la diversidad en la colección ex situ y por ende su pérdida. 

El enriquecimiento de las colecciones mediante la introducción de nuevos materiales, es un 
aspecto fundamental en la ampliación de la base genética de los cultivos. Sin embargo, su 
utilización por mejoradores y productores es ilimitada, esto está en correspondencia con lo 
expresado por Fowler y Hodgkin (2004), quienes plantearon que gran parte de los bancos de 
germoplasma funcionan más como un sitio de conservación a puerta cerrada que como una 
fuente constante de intercambio de germoplasma. Al respecto, Franco (2007) también sugirió 
que en estos debe haber una actividad intensa de distribución e intercambio de accesiones, 
que se conoce como flujo de recursos fitogenéticos.  

A pesar del trabajo realizado por el curador y la institución encargada, la preservación ex situ 
ha sufrido afectaciones debido a problemas de organización e inclemencias climáticas. 
Algunas de las accesiones perdidas han sido repuestas, gracias a la labor de los curadores, a 
partir de los RFG conservados in situ por los agricultores. Esto corrobora lo planteado por 
Engels y Visser (2007), quienes destacan la importancia de la complementación de las 
conservaciones in situ y ex situ para prevenir la erosión genética debido a las catástrofes 
naturales o a las provocadas por el hombre. El aporte de los campesinos en la preservación 
del germoplasma de piña ha sido y será decisivo en el futuro, así como también la labor que 
desarrolla el curador del banco de germoplasma y las instituciones que están 
responsabilizadas en la conservación de los recursos fitogenéticos de esta especie. 

3.2. Caracterización fenotípica del germoplasma ex situ de piña y especies afines  

3.2.1. Caracterización morfológica del germoplasma  

La caracterización morfológica es el primer paso en la descripción de un material vegetal, 
esta puede realizarse con mayor o menor detalle. El incremento en el uso y conservación de 
los recursos genéticos en las plantas según Gutiérrez y Rincón (2011) hace necesario una 
caracterización y clasificación detallada de la diversidad existente en ellos, mediante los 
marcadores morfológicos. 

Los resultados del CATACP para los caracteres cualitativos evaluados se muestran en la 
Tabla 9. La variabilidad total observada fue del 82,71%, la que se explica con las dos 
primeras componentes, la primera extrajo el 61,06% y la segunda el 21,68%.  

Los descriptores que más aportaron a la variabilidad (con valores superiores al 90%) fueron: 
color externo del fruto, distribución de las espinas, forma de los ojos, forma del fruto y 
profundidad de los ojos. Estos descriptores, según Bartholomew et al. (2002, 2010), son 
atributos que se tienen en cuenta para identificar los cultivares de piña. El primero permite 
estimar el índice de maduración del fruto y el último su factibilidad para el uso industrial. 
Además de ser útiles en la caracterización del germoplasma también favorecieron la 
identificación de cada cultivar en relación con los grupos horticulturales a los que pertenecen. 
Por tanto, los ocho descriptores fueron seleccionados para integrar el análisis del 
establecimiento de los descriptores mínimos. 

En general, el grupo horticultural Española presentó frutos con forma de barril (escala-3), 
ojos muy profundos (escala-7) y rectangulares (escala-1); el grupo Pernambuco tiene frutos 

B  
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con forma piramidal (escala-6) y ojos medianamente profundos (escala-5) y redondeados 
(escala-5); y el grupo Cayena posee frutos cilíndricos (escala-7) y ojos poco profundos 
(escala-3) y hexagonales (escala-3) (Anexo 4). Las características de este último grupo 
favorecen su empleo en la industria para la elaboración de rodajas.  

Tabla 9. Porcentaje de variabilidad explicada en el CATACP para los caracteres cualitativos de la 
colección ex situ. 

 

 

 

 

 

 

 

Letras en negritas y subrayadas indican mayor contribución 

El color externo del fruto es otro descriptor que también contribuyó a determinar la 
variabilidad del germoplasma en estudio. La mayoría de las accesiones del grupo 
horticultural Española se caracterizaron por presentar los frutos naranja-rojizo (escala-8); las 
de Cayena, amarillo-naranja (escala-7) o amarillo dorado (escala-6); y las de Pernambuco, 
verde-amarillo (escala-3). 

El color de las hojas también contribuyó a determinar la variabilidad, pero en la segunda 
componente. Este es un descriptor que apoya la ubicación de los cultivares en los diferentes 
grupos horticulturales, los que en ocasiones se distinguen por su coloración. En el grupo 
Española, predominan las hojas verdes con tintes rojos (escala-3); en el grupo Pernambuco 
las verdes (escala-1), y en el grupo Cayena pueden ser verdes (escala-1) o verdes con tinte 
rojo (escala-3). Según Coppens d’Eeckenbrugge y Duval (1995) este carácter está codificado 
por un gen dominante, el cual determina el rojo oscuro de las hojas de ciertos cultivares. Los 
genotipos homocigóticos recesivos muestran fenotipos con niveles variables de antocianinas 
de acuerdo al ambiente, sin embargo los heterocigóticos expresan densidades muy 
superiores. 

A pesar de que la distribución de las espinas en el margen de las hojas es el carácter más 
estudiado desde el punto de vista genético, en la colección cubana apenas están 
representados tres de los cinco tipos de espinas reconocidas por Kinjo (1993), quien las 
clasifica como: hojas con espinas en los extremos (Few), hojas con espinas de forma 
irregular (Scallop) y hojas con márgenes totalmente espinosos (Spiny). Este autor también 
estableció el orden de dominancia del caracter donde: Few>Scallop>Spiny. Sin embargo, 
Coppens d’Eeckenbrugge y Duval (1995) establecieron solo cuatro tipos de espinas en las 
hojas; según esta clasificación los grupos horticulturales Española y Pernambuco se 

 Autovalores iniciales 

Componentes 
% Varianza 
explicada 

% Acumulado 

CP 1 61,06 61,06 

CP 2 21,68 82,71 

 

Variables analizadas 

Porcentaje de contribución 
relativa 

CP 1 CP 2 

Color de la hoja 0,353 0,735 

Color de la pulpa del fruto 0,873 0,131 

Color externo del fruto -0,915 0,004 

Dirección de las espinas 0,257 0,541 

Distribución de las espinas -0,095 0,922 

Forma de los ojos 0,931 0,009 

Forma del fruto 0,919 0,075 

Profundidad de los ojos -0,982 -0,031 



Propuesta a Premio Academia de Ciencias de Cuba 

29 

 

caracterizan por tener márgenes de tipo espinoso y está determinado por la presencia de un 
alelo o una familia de alelos recesivos (s). El grupo Cayena presenta hojas con bordes lisos 
correspondientes a la presencia de un alelo dominante (S), y con espinas solo en la base y el 
extremo de las hojas (Py et al., 1987). Al carácter distribución de las espinas (IBPGR 4.1.15) 
se le realizaron modificaciones en sus categorías, porque algunas accesiones mostraron 
rangos de variación que no estaban contemplados en el mismo. Se les asignó un número 
específico donde 5 es para identificar otras distribuciones y 6 para las hojas sin espinas. 

En el análisis de conglomerados (Fig. 4), la línea de corte se estableció en el valor 10, lo que 
permitió la formación de cuatro clases. La primera está compuesta por las accesiones 
pertenecientes al grupo horticultural Pernambuco, todas del tipo 'Piña blanca'; la segunda por 
las Cayenas, donde aparecen los cultivares 'Cayena lisa' de diferentes localidades, 'Barón de 
Rothschild', 'Mocaena' y 'MD-2'. La tercera clase está formada por dos de los tres híbridos en 
estudio; y la cuarta por las accesiones del grupo Española, donde se agruparon los cultivares 
'Española roja' colectadas a lo largo del país, 'Cabezona', 'Española roja Puerto Rico' y el 
híbrido restante. Las tres clases establecidas se corresponden con los grupos horticulturales 
para piña propuestos por Py et al. (1987). A pesar de que esta clasificación ha sido criticada 
por Duval y Coppens d’Eeckenbrugge (1993), se ha demostrado que en el argot productivo y 
comercial, se siguen reconociendo estos grupos. 

 

Figura 4. Dendrograma generado a partir de la distancia Euclidiana de los caracteres cualitativos de 
48 accesiones de la colección ex situ de piña en Cuba. Se representan los valores de bootstrap 
superiores al 60%. 
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Los resultados obtenidos, mediante la caracterización morfológica, ratifican la clasificación 
de los diferentes grupos horticulturales establecidos por Py et al. (1987). Además, 
permitieron constatar la poca variabilidad morfológica presente para estos atributos en el 
germoplasma cubano.  

3.2.2. Evaluación agronómica del germoplasma  

Los resultados del ACP para los caracteres agronómicos evaluados se muestran en la Tabla 
10. El 69,46% de la variabilidad total observada se explica con tres componentes; la primera 
extrajo el 37,17%, la segunda el 21,13% y la tercera el 11,16%. Es característico según 
Fundora et al. (1992) en estudios que involucran gran cantidad de descriptores, como el de 
la presente investigación, que se distribuya la variabilidad en la mayoría de los ejes 
factoriales y que los primeros solo acumulen entre el 50 y el 60%. 

Tabla 10. Porcentaje de variabilidad explicada en el ACP para los caracteres agronómicos de la 
colección ex situ de piña. 

Letras en negritas y subrayadas indican mayor contribución 

Los descriptores que más aportaron a la variabilidad fueron: el diámetro del fruto, de la 
planta y del corazón, el contenido de sólidos solubles y la relación masa de la corona/masa 
del fruto, con valores cercanos al 80%. De estos cinco caracteres, cuatro están relacionados 
con el fruto, los cuales son considerados por Bartholomew et al. (2002, 2010) como 
descriptores importantes para su comercialización. 

El diámetro del corazón es un descriptor que se tiene en cuenta en la industria de la fruta. 
Dentro de los materiales en estudio (Anexo 4), las accesiones que corresponden a los 
grupos horticulturales de Cayena y Pernambuco, fueron las que tuvieron valores inferiores o 
cercanos a 1 cm. Sin embargo, este último grupo no es recomendado para su procesamiento 

 Autovalores iniciales 

Componentes 
% Varianza 
explicada 

% Acumulado 

CP 1 37,17 37,17 

CP 2 21,13 58,30 

CP3 11,16 69,46 

 

Variables analizadas 

Porcentaje de contribución relativa 

CP 1 CP 2 CP3 

Acidez total (%) 0,498 -0,341 0,283 

Altura de la planta (cm) -0,534 0,469 -0,282 

Ancho de la hoja (cm) 0,625 0,220 -0,592 

Diámetro de la planta (cm) 0,132 0,838 -0,199 

Diámetro del corazón (cm) 0,734 0,107 -0,042 

Diámetro del fruto (cm) 0,854 0,062 0,067 

Longitud de la corona (cm) 0,144 0,160 0,663 

Longitud de la hoja (cm) -0,405 0,549 -0,284 

Longitud del fruto (cm) 0,562 0,457 0,487 

Número de espirales 0,055 0,594 0,119 

Número de ojos en la espiral mayor -0,394 0,620 0,479 

Masa del fruto sin corona (g) 0,357 0,614 0,129 

Relación masa de la corona/masa del fruto 0,224 -0,426 0,755 

Sólidos solubles (°Brix) -0,268 -0,253 0,787 
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industrial, por la forma piramidal del fruto y su sensibilidad a los golpes, que concede a 
criterio de Bartholomew et al. (2002), a los cultivares del grupo Cayena mayor aceptación en 
la industria. El porcentaje de sólidos solubles es otro carácter que permite evaluar la calidad 
del fruto. En la investigación sobresalieron los grupos horticulturales Cayena y Pernambuco, 
con valores superiores a los 16°Brix.  

El estudio riguroso de los descriptores agronómicos en programas de mejoramiento en piña, 
implican un arduo trabajo de recolección y sincronización de datos. En ellos, también es 
importante tener en cuenta la autoincompatibilidad que caracteriza al género Ananas. A 
pesar de estas dificultades, Kumar et at. (2003) señalaron que para cualquier programa de 
mejoramiento en este cultivo, es requisito indispensable estudiar la contribución de los 
caracteres cuantitativos. 

En el análisis de conglomerados (Fig. 5), la línea de corte se estableció alrededor del valor 
tres, lo que permitió la formación de cuatro clases y algunas accesiones no agrupadas. Este 
bajo valor de la distancia Euclidiana confirma la escasa variabilidad entre los cultivares para 
los caracteres cuantitativos, la cual es más baja que la obtenida en el análisis morfológico, y 
es menos evidente entre los grupos horticulturales Española y Cayena. Este resultado se 
corresponde con los obtenidos por Morton (1987) y Bartholomew et al. (2002), quienes 
detectaron una superposición de los datos en algunos caracteres agronómicos de los 
diferentes grupos horticulturales. Por ejemplo, el rango de la altura de las plantas en los 
cultivares del grupo Española es entre 80-110 cm, en los de Cayena entre 60-90 cm y en los 
de Pernambuco entre 80-100 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Dendrograma formado con los 
caracteres agronómicos a partir de la 
distancia Euclidiana de 54 accesiones de la 
colección ex situ. Se representan los valores 
de bootstrap superiores al 60%. 
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El poder discriminante y la importancia de los caracteres agronómicos, en la caracterización 
de los cultivares del género Ananas, ha sido comprobado por diversos investigadores. 
Santos et al. (2003) incluyeron los caracteres agronómicos: altura de la planta, longitud de la 
hoja, masa, diámetro y longitud del fruto; masa y longitud de la corona, diámetro del corazón 
y sólidos solubles en la evaluación del cv. 'Imperial'. Sin embargo, Fournier et al. (2007), solo 
tuvo en cuenta la masa de la planta y las características de la hoja D (número de hojas, 
masa, longitud y ancho) en un estudio comparativo del crecimiento entre los cultivares 'MD-
2', 'Flhoran 41' y 'Cayena lisa'. También han sido utilizados en la caracterización de plantas 
ornamentales del género Ananas, así Souza et al. (2012) seleccionaron 11 descriptores 
cuantitativos, para determinar la diversidad entre accesiones conservadas en la colección ex 
situ de la EMBRAPA en Brasil.  

La caracterización agronómica, al igual que la morfológica, corroboró la clasificación de las 
accesiones en correspondencia con los grupos horticulturales establecidos por Py et al. 
(1987). Además permitió complementar la identificación de los cultivares conservados ex situ 
y ratificar la poca variabilidad presente de estos atributos en el germoplasma en estudio. 

- Principales características de los grupos horticulturales de piña a partir de la 
integración de los caracteres morfoagronómicos  

Las plantas pertenecientes al grupo horticultural Cayena (Anexo 4A), se caracterizaron en su 
mayoría por ser medianas, con hojas verdes o verdes con tintes rojos y espinas solo en los 
bordes de la zona apical o basal. El fruto era en forma cilíndrica, amarillo-rojizo, con siete u 
ocho espirales/fruto, ojos de forma hexagonal y poco profundos, el diámetro del corazón 
pequeño con valores en su mayoría inferiores a 1 cm. La pulpa era amarilla, jugosa, con un 
porcentaje de azúcares totales que supera los 13°Brix y llega alcanzar valores de hasta 
18°Brix. Los genotipos que mostraron mejores características fueron los cultivares 'Barón de 
Rothschild' (6Cu), 'Cayena lisa serrana' (21Cu) y 'Mocaena' (42Cu). 

Las plantas pertenecientes al grupo horticultural Pernambuco (Anexo 4B), se caracterizaron 
en su mayoría por ser plantas medianas, con hojas verdes que presentan espinas muy 
pequeñas y menos agresivas que los cultivares de Española. El fruto era en forma piramidal, 
verde-amarillo, generalmente con ocho espirales y ojos redondeados. La pulpa era blanca, 
muy jugosa, con elevado contenido de azúcares totales alrededor de los 17°Brix y un 
contenido de vitamina C entre 11 y 15 mg.100 g-1. Los genotipos que mostraron mejores 
características fueron los cultivares 'Piña blanca' (14Cu), 'Cubana del Caney' (60Cu) y 
'Cubana' (35Cu). 

Las plantas pertenecientes al grupo horticultural Española (Anexo 4C), se caracterizaron por 
ser las de mayor altura, en su mayoría tuvieron hojas verdes con tintes rojos, espinas a lo 
largo y en ambas márgenes, las cuales pueden ser más o menos agresivas en dependencia 
del cultivar. El fruto era en forma de barril, naranja-rojizo, con un número de espirales entre 
siete y ocho, el diámetro del corazón fue mayor a 1 cm y llegó alcanzar valores superiores en 
algunas accesiones. La pulpa era blanca y fibrosa, con poco jugo, el nivel de azúcares 
totales alrededor de los 11°Brix y presentó una media aproximadamente de 18 mg.100 g-1 de 
vitamina C. Los genotipos que mostraron mejores características fueron los cultivares 
'Ocaena' (43Cu), 'Española roja' de Florencia (26Cu), 'Española roja pinareña' (30Cu) y 
'Española roja morada' (16Cu). 

Las especies afines, clase IV (Anexo 5), se caracterizaron por ser plantas de porte alto y 
diámetro ancho, con hojas muy espinosas y agresivas. Por tener frutos en forma de baya, 
rojo-naranja, muy ácidos y aromáticos. Su importancia industrial y como fármaco radica, 
según Montinola (1991), Orellana et al. (2004) y Sandoval et al. (2004), en la obtención de 
fibra para la confección de sogas, como cerca viva y para el control de la erosión del suelo; 
además son muy utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la tosferina, 
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como antiparasitario, en la disminución del estado de embriaguez, como abortiva y tienen 
actividad citotóxica sobre células del carcinoma humano. 

Las restantes especies afines [C. acaulis (54Cu), Curujey (36Cu) (T. fasciculata) y A. 
bracteatus cv. 'Branco' (31Cu)] (Anexo 5B), se diferenciaron entre sí por el color de sus 
hojas, la altura y el diámetro de la planta, la longitud y el ancho de las hojas, la presencia o 
no de espinas, el tipo de fructificación y el hábito de crecimiento.  

3.2.3. Selección de los Descriptores Mínimos 

Un primer análisis con los 22 descriptores morfoagronómicos (acápites 3.2.1. y 3.2.2.) 
seleccionados para establecer los descriptores mínimos, permitió decantar los siete que 
menor contribución tuvieron. Con los 15 restantes se realizó el CATACP para la selección de 
los caracteres que más contribuyeron a la variabilidad (Tabla 11). El 75,65% de la 
variabilidad total observada se explicó con tres componentes; la primera extrajo el 40,91%, la 
segunda el 22,82% y la tercera el 11,92%. El análisis se llevó hasta la tercera componente, 
por la importancia que tienen los caracteres relacionados con la masa del fruto. 

Tabla 11. Porcentaje de variabilidad explicada en el CATACP para los descriptores mínimos. 

Letras en negritas y subrayadas indican mayor contribución 

Los descriptores mínimos seleccionados en esta investigación para evaluar la colección 
cubana, fueron los 15 caracteres morfoagronómicos que mayor variabilidad aportaron (Tabla 
12). Estos representaron el 14% de la lista propuesta por el IBPGR (1991), que propone 115 
descriptores para la caracterización de las plantas de piña. Un número igual de descriptores 
propuso Barrios (2010) para caracterizar accesiones de Capsicum spp. conservadas en el 
banco de germoplasma del INIFAT y resultaron más bajo que el número de descriptores 

 Autovalores iniciales 

Componentes 
% Varianza 
explicada 

% Acumulado 

CP 1 40,91 40,91 

CP 2 22,82 63,73 

CP 3 11,92 75,65 

 

Variables analizadas 

Porcentaje de contribución relativa 

CP 1 CP 2 CP 3 

Acidez total (%) -0,523 0,406 0,245 

Ancho de la hoja (cm) 0,303 0,726 0,021 

Color de la hoja  0,542 0,642 0,104 

Color de la pulpa del fruto -0,785 0,528 0,094 

Color externo del fruto  0,947 0,204 0,150 

Diámetro del corazón (cm) -0,088 0,677 0,427 

Diámetro del fruto (cm) -0,187 0,786 0,182 

Distribución de las espinas  0,661 -0,340 0,066 

Forma de los ojos  -0,947 -0,128 -0,004 

Forma del fruto  -0,911 -0,204 -0,062 

Longitud del fruto (cm) -0,421 0,597 0,302 

Masa del fruto sin corona (g) -0,109 0,432 0,735 

Profundidad de los ojos 0,947 -0,174 -0,069 

Relación masa de la corona/masa del fruto  0,086 -0,046 -0,899 

Sólidos solubles (°Brix) -0,796 -0,390 0,017 
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establecidos por Rodríguez et al. (2010) para evaluar cultivares de guayabo (Psidium 
guajava L.) de la colección ex situ del IIFT. 

Tabla 12. Listado de descriptores mínimos seleccionados para la caracterización morfoagronómica de 
la colección cubana del género Ananas. 

En el análisis de conglomerados a partir de los descriptores mínimos, la línea de corte se 
estableció en el valor 10, lo que permitió la formación de tres clases (Fig. 6). El uso de estos 
descriptores corroboró los grupos de variabilidad obtenidos a partir de la caracterización 
morfológica y agronómica, por lo que se pueden considerar como los descriptores mínimos 
para la colección cubana. El establecimiento de un Listado de Descriptores Mínimos, según 
Hoogendijk y Williams (2002), es efectivo para la evaluación de la diversidad, lo que redunda 
en ahorro de tiempo y esfuerzo en los trabajos de caracterización de germoplasma.  

 

Figura 6. Dendrograma formado con los descriptores mínimos a partir de la distancia Euclidiana de 48 
accesiones de la colección ex situ de piña. Se representan los valores de bootstrap superiores al 60%. 
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Fruto 

1 Forma de los ojos 8 Sólidos solubles 

2 Forma del fruto  9 Diámetro del fruto  

3 Profundidad de los ojos 10 Diámetro del corazón  

4 Color externo del fruto 11 Longitud del fruto 

5 Color de la pulpa del fruto 12 Acidez total 

 

Hoja 

13 Masa del fruto sin la corona 

14 Relación masa de la corona/masa 
del fruto 

6 Distribución de las espinas  Hoja 

7 Color de la hoja 15 Ancho de la hoja 
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Los descriptores mínimos seleccionados permitieron la identificación y la caracterización de 
los RFG de piña en Cuba. Aunque se han utilizados descriptores con diferentes objetivos, no 
existen precedentes del establecimiento de un Listado de Descriptores Mínimos para la 
especie. En algunos de los trabajo publicados se hace uso de un conjunto de descriptores 
para caracterizar el género Ananas, tales como Duval et al. (1996) en la colección ex situ 
conservada en el CIRAD-FLIIOR de Martinica, y Santos y Ferreira (1999) en accesiones de 
A. bracteatus, A. ananassoides y A. nanus, pertenecientes a la EMBRAPA en Brasil. Por su 
parte, para diseñar una clave de identificación de variedades comerciales de piña, Leal 
(1990) seleccionó caracteres agronómicos y cualitativos de la planta, la flor y del fruto en la 
colección de Venezuela; en la misma colección Paez (1998) utilizó descriptores para 
diferenciar especies silvestres de importancia económica. 

La selección de un mínimo de descriptores, es una herramienta útil en las caracterizaciones 
morfoagronómicas de los recursos fitogenéticos. El trabajo con el total de los descriptores 
establecidos por el IBPGR o IBGRI para cada cultivo, es muy engorroso y generalmente 
innecesario, debido a la compleja naturaleza de la diversidad de los materiales. En este 
sentido Lobo y Medina (2009), plantearon que la selección de los descriptores mínimos, 
permiten la adecuación de los mismos a las particularidades de cada país. Por otra parte, 
Abadie y Berretta (2005) y Fundora et al. (2006) informaron que no es necesario que cada 
curador realice la caracterización de las accesiones con los caracteres que aparecen en el 
Listado de Descriptores Mínimos, solo deben ser empleados los que se consideren útiles 
para el manejo del germoplasma. 

El Listado de Descriptores Mínimos establecidos en la presente investigación responde de 
manera eficiente a la caracterización del germoplasma cubano. Este listado podrá ser 
utilizado en futuros estudios del género Ananas en Cuba, así como también facilitará el 
trabajo de los mejoradores y los curadores del banco de germoplasma y de otros países. 

3.3. Diversidad genética mediante los marcadores moleculares AFLP, RAPD y SSR de 
la colección ex situ 

3.3.1. Diversidad genética mediante el marcador AFLP 

El ADN de los genotipos en estudio amplificó con las cuatro combinaciones de cebadores 
empleadas para la amplificación selectiva (Fig. 7). Así como también se pudo diferenciar a 
los somaclones M-35 y P3R5, este último no había podido ser diferenciado por Pérez (2003) 
con marcadores morfológicos ni isoenzimáticos por lo que se trata de verdaderos mutantes. 
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Figura 7. Patrones de bandas obtenidos de la amplificación del ADN de accesiones de la colección ex 
situ con los cebadores Eco RI+AAT y Mse I+AAG en la técnica de AFLP. M-marcador de peso molecular, 

N-patrón débil, no considerado en el análisis. Los números corresponden con el número de la accesión en el 
Banco de germoplasma.  

Se obtuvieron 191 bandas totales producto de la amplificación con cuatro combinaciones de 
cebadores (Tabla 13). La propia tabla muestra los niveles de polimorfismo por combinación 
de cebadores, 87,4% de polimorfismo si se consideran todos los genotipos de la colección 
(un genotipo de B. pinguin, uno de A. bracteatus y 53 de A. comosus), 64,3% de 
polimorfismo al considerara solo el género Ananas y 61,1% cuando se tomó en cuenta solo 
la especie A. comosus.  

Tabla 13. Combinación de cebadores empleada para la amplificación selectiva del ADN de las 
accesiones de la colección ex situ en relación con el porcentaje de polimorfismo revelado. 

Combinación 
de 

cebadores 

Total 
de 

bandas  

Bandas 
polimórficas  

Polimorfismo 
(%) 

Bandas 
polimórficas 
en Ananas  

Polimorfismo 
(%) 

Eco -AAT, 
Mse-AAG 

46 36 78,2 17 37,0 

Eco- AAT, 
Mse AAC 

43 37 86,0 29 67,4 

Eco -AAT, 
Mse-AGT 

50 46 92,0 40 80,0 

Eco- AAT, 
Mse ATG 

52 48 92,3 37 71,1 

TOTAL 191 167 87,4 123 64,3 
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En el análisis de conglomerados UPGMA de la matriz de similitud obtenida a partir del 
marcador tipo AFLP, la línea de corte se estableció alrededor del valor 0,15 lo que permitió la 
formación de dos clases y ocho accesiones no agrupadas (Fig. 8). La clase I formada por los 
cultivares del grupo Española e híbridos y la clase II por los de Cayena. El resto de las 
accesiones no agrupadas fueron cultivares de otra especie y de otros grupos horticulturales 
como la especie silvestre B. pinguin, que se diferenció del resto de los cultivares del género 
Ananas, con notables diferencias morfológicas en relación con el género. 

 

Figura 8. Dendrograma generado con el método UPGMA que muestra el agrupamiento de los genotipos 
de la colección ex situ de acuerdo a la distancia genética entre ellos. 

La mayoría de los genotipos del grupo Española se separaron de las Cayenas. Los genotipos 
Española roja (8), Española roja (9) y Española roja (10) fueron muy similares 
morfológicamente lo que es de esperar porque tuvieron el mismo origen. De igual modo un 
grupo de cultivares colectados en la Isla de la Juventud [(Española roja (I-127), Española roja 
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(I-126), Española roja (I-130), Española roja (I-128), Española roja (I-129) y Española Roja (I-
131)] también se ubicaron muy cercanos (distancia inferior a 0,08). Sin embargo Española roja 
(I-122) quedó como un genotipo no agrupado, esto probablemente se deba a una mala 
clasificación ya que sus características morfológicas no se correspondían con las del grupo 
Española.  
Por otra parte es de destacar que los híbridos (CxE) 203 y (CxE) 287 se ubicaron en una 
posición intermedia entre los grupos Cayena y Española, pero con mayor similitud con el 
segundo que es su progenitor masculino, no así en el híbrido (CxE) 1339 el cual se agrupó con 
la clase II que representa las Cayenas. Estos resultados eran de esperar ya que los híbridos 
evaluados fueron obtenidos por Benega et al. (1999) a partir del cruzamiento de Cayena lisa 
Serrana x Española roja pinareña. El híbrido (CxE) 202 no se agrupó en ninguna de las dos 
clases, este quedó un poco alejado, resultado que se explica desde el punto de vista 
molecular, por lo que requiere de un análisis morfológico completo de esta accesión para darle 
una respuesta a esta distancia genética. 

Los cultivares Mocaena, Puerto Rico y Pomare, cuyo grupo horticultural se desconoce, 
parecen pertenecer a las Cayenas. Sin embargo, a la hora de analizar el agrupamiento de 
determinado genotipo en uno u otro grupo horticultural se debe tener en cuenta que la 
clasificación en grupos horticulturales se basa según Duval y Coppens (1993) en unos pocos 
rasgos morfológicos. La mayoría de los clones de Cayena presentes en la colección y 
algunos de los cultivares pertenecientes a otros grupos horticulturales no se cultivan en 
Cuba, por lo que sería aconsejable su introducción en áreas de algún productor para evitar la 
pérdida de diversidad y constituyen fuentes de reservorio de genes de resistencia. 

Por lo que se pudo apreciar la base genética del germoplasma de piña en Cuba es baja, para 
que esta sea más representativa debería enriquecerse con variedades cultivadas y no 
cultivadas provenientes de otras colecciones. La mayoría de los genotipos de la colección 
cubana pertenecen a los grupos horticulturales Cayena o Española y la distancia genética 
entre los integrantes de cada grupo fue relativamente baja. Esto no sucede con las 
colecciones de Brasil, Martinica y Hawai que han sido caracterizadas por Leal et al. (1986), 
Ferreira y Cabral (1993); Duval et al., 1996 con marcadores morfológicos y por Duval et al. 
(2001) con marcadores moleculares en la brasileña las cuales mostraron mayor diversidad. 

El marcador molecular tipo AFLP permitió detectar diferencias entre las accesiones en estudio 
pero estas podrían ser mayores ya que solo explora una parte del genoma, por lo que es 
conveniente el empleo de otras técnicas moleculares para demostrarlo y para la eliminación de 
duplicados. 

3.3.2. Diversidad genética mediante el marcador tipo RAPD 

A) Selección de los cebadores de mayor polimorfismo 

El ADN de los cuatro genotipos seleccionados para el testaje amplificó con los 93 cebadores 
probados. Los productos de amplificación revelaron en los geles para cada accesión, entre 
una y cuatro bandas polimórficas nítidas, lo que se corroboró en ambas réplicas. Los siete 
cebadores más polimórficos seleccionados fueron: OPA-16, OPC-06, CS-12, CS-30, OPC-
13, OPF-06 y OPH-01, los cuatro primeros se escogieron porque diferenciaron el cv. 'Cayena 
lisa' de 'MD-2', del cual es progenitor el primero (Fig. 9). Ello está en correspondencia con lo 
planteado por Duval et al. (2001), quienes alegan que los cultivares del grupo horticultural 
Cayena tienen poca variación genética entre sí.  
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Figura 9. Amplificaciones del ADN con el marcador molecular RAPD de los cultivares 'MD-2', 'Cayena 
lisa', 'Española roja' y 'Cabezona' con los cebadores CS-12, CS-30, OPA-16 y OPC-06. Las flechas 

indican los polimorfismos.  

B) Amplificación del ADN de las accesiones de la colección con los cebadores de 
mayor polimorfismo 

Los siete cebadores seleccionados proporcionaron productos de amplificación para los 54 
cultivares conservados en la colección ex situ. El patrón de bandas generado por los 
iniciadores RAPD, fue característico para cada grupo horticultural y permitió distinguirlos 
perfectamente (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10. Amplificaciones del ADN de cultivares del grupo horticultural Cayena y Pernambuco de la 
colección ex situ de piña con el cebador CS-12. Las flechas señalan los polimorfismos 
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En la Tabla 14 se pueden observar las tallas de los fragmentos amplificados, las que 
fluctuaron entre 383 y 2500 pb. Con igual técnica Santos et al. (2008) obtuvieron rangos 
superiores (hasta 5090 pb) en el estudio de la estabilidad genética en plantas 
micropropagadas de A. bracteatus, e inferiores (1 400 pb) por Burhooa y Ranghoo-
Sanmukhiya (2012), en la evaluación de diferentes cultivares de piña y plantas 
ornamentales. 

Tabla 14. Tamaño de bandas polimórficas (pb), número de alelos de los grupos horticulturales (Ah), 
número de alelos de especies afines (Ae) y número total de alelos (At) de las amplificaciones del ADN 
con los cebadores seleccionados mediante el marcador tipo RAPD. 

  
Cebadores 

 
 

OPA-16 OPH-01 CS-12 CS-30 OPC-06 OPC-13 OPF-06  

Tamaño 
(pb) 

1865- 
450 

2500- 
500 

1750-
450 

2000-
800 

1800-
400 

2000-
850 

1720-
400 

Total Media 

Ah 9 5 4 4 5 7 2 36 5,1 

Ae 4 5 1 3 1 3 1 18 2,6 

At 13 10 5 7 6 10 3 54 7,71 

 

En el total de 51 bandas polimórficas (Tabla 14), la media de bandas/cebador RAPD fue de 
7,3; donde el menor número lo generó el cebador OPF-06 (3) y el mayor el cebador OPA-16 
(13). En otras especies, con los cebadores de la serie OPA también han obtenido elevado 
polimorfismo Ronning et al. (1995) en el género Annona, Zain et al. (2009) en Artemisia 
capillaris L. y Gutiérrez y Rincón (2011) en Phaseolus vulgaris L. 

En cuanto al número de bandas polimórficas estos resultados fueron inferiores a los 
informados por Ruas et al. (2001), quienes detectaron 136 bandas en el estudio de las 
relaciones genéticas entre accesiones de Ananas y Pseudananas conservadas en el banco 
de germoplasma de la EMBRAPA en Brasil; sin embargo Burhooa y Ranghoo-Sanmukhiya 
(2012), obtuvieron número similar de bandas polimórficas (48) entre accesiones del banco de 
germoplasma de Mauritius.  

El número de bandas polimórficas (51) obtenidas se debe, en gran medida, a los productos 
de amplificación generados por las especies afines, la mayoría de estas bandas eran 
exclusivas para cada una. Como ejemplo de ello se puede señalar que el Curujey (36Cu) (T. 
fasciculata) con un patrón de amplificación diferente a B. pinguin y B. karatas; de igual 
manera se comportaron el Curujey (36Cu) y cada una de las especies afines evaluadas 
(datos no mostrados).  

Al analizar de forma independiente los cultivares de cada grupo horticultural (Tabla 14), el 
número de bandas polimórficas detectadas disminuyó en gran medida (entre 2 y 9 
bandas/cebador), lo que demuestra la diversidad genética que aportan las especies afines 
en estudio. Estos resultados fueron similares a los obtenidos, con igual marcador, por 
Sripaoraya et al. (2001), en la caracterización de la colección de piña de Tailandia, donde el 
mayor número de bandas polimórficas (41) lo observaron entre especies afines y el menor 
entre los cultivares comerciales (16). Con otro marcador (isoenzimático) Rodríguez et al. 
(2007) también detectaron mayor polimorfismo en las especies afines respecto a los 
cultivares de piña, en la colección ex situ de Venezuela. 
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En la Tabla 15, se muestra el número de bandas únicas reveladas por seis de los siete 
cebadores utilizados, donde el mayor valor (3) se detectó en el cv.'Mocaena' (42Cu) del 
grupo horticultural Cayena y el menor número de bandas (1) se obtuvo en la mayoría de los 
cultivares.  

Tabla 15. Bandas únicas obtenidas mediante el marcador tipo RAPD en las accesiones de piña.  

 

ACCESIONES 

CEBADORES RAPD 

OPA-16 OPC-13 CS-30 OPF-06 CS-12 OPH-1 

 pb 1190 800 720 640 500 1850 1780 870 1180 350 800 1200 

Cayena lisa (21Cu)    X         

Mocaena (42Cu)       X  X   X 

Cayena lisa (50Cu)         X    

Cayenas      X       

Española roja (5Cu)  X           

Española roja (26Cu) X            

Española roja (33Cu)     X        

P3R5 (37 a y b Cu)   X          

Piña blanca (60Cu)           X  

Jupi (8Cu)        X    X 

Híbrido 054 (12Cu)         X    

Cabezona (15Cu)          X   

Por otra parte, las cuatro bandas únicas generadas por el cebador OPA-16, que 
caracterizaron a tres de las accesiones del grupo horticultural Española ['Española roja' 
(5Cu, 26Cu, 33Cu)] y al somaclón 'P3R5' (37a y b Cu), permitieron diferenciarlas del resto de 
los materiales de este grupo (Fig. 11) y ninguna tiene igual patrón de amplificación. En el 
resto de los materiales, con este cebador OPA-16, solo se detectó una banda única (640 pb) 
en el cv. 'Cayena lisa' (21Cu). 

 

 
Figura 11. Bandas únicas de las Amplificaciones al azar del ADN de cultivares del grupo horticultural 
Española que presentaron diferencias genéticas respecto al resto, con el cebador OPA-16. Las flechas 

indican los polimorfismos.  
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Dentro de las accesiones que solo presentaron una banda única están el cv. 'Piña blanca' 
(60Cu) con el cebador CS-12 (800 pb) y el híbrido CBCE-54 con OPF-06 (1 180 pb), en igual 
cebador se encontró una banda única para el cv. 'Cabezona' (15Cu) a 350 pb. En otras 
especies como en el género Capsicum con el marcador AFLP también han sido 
determinadas por Barrios (2010) bandas únicas, lo que le permitió establecer patrones de 
diversidad en las accesiones que evaluó. La presencia de bandas únicas ratifica la utilidad 
de las mismas en la caracterización de la diversidad de las colecciones. 

La correlación cofenética entre la matriz cofenética y la de similitud Dice, del dendrograma 
obtenido a partir de los siete cebadores RAPD, fue de r=0,97, este valor es muy elevado, lo 
que sugiere robustez en la clasificación de los genotipos. El remuestreo realizado al 
agrupamiento permitió diferenciar las clases de forma consistente. 

Los valores de la matriz de similitud (datos no mostrados) obtenidos entre los diferentes 
genotipos variaron de 0,21 a 1,00 para una media de 0,80. El menor valor es entre 'Branco' 
(31Cu) y B. pinguin (28Cu) y el mayor valor en más de 100 combinaciones entre cultivares 
de igual grupo (Española, Pernambuco y Cayena). Estos valores los más bajos para las 
especies afines y los más altos para los cultivares de piña están en correspondencia con los 
obtenidos por otros autores con igual o diferentes marcadores, como los detectados por 
Ruas et al. (2001), los cuales alcanzaron menor coeficiente de similitud (0,57) entre las 
especies silvestres Pseudananas sagenarius (I-43949) y A. lucidus, y mayor coeficiente (0,91) 
entre dos cultivares del grupo horticultural Perolera mediante RAPD y con igual marcador, 
Burhooa y Ranghoo-Sanmukhiya (2012), consiguieron una relación genética inferior (0,605) 
entre las especies Wild (A. bracteatus) y 'Honey' (A. comosus) y mayor (0,803) entre los 
cultivares 'Bourgault' y 'Cayena lisa'. De igual manera, pero con el marcador AFLP, Tapia et 
al. (2005b) obtuvieron los menores valores en las especies afines y ornamentales, donde 0,009 
fue entre 'Tricolor' y 'MD-2'/' Carmelita' y 0,37 entre 'Tricolor' y 'MD-2'/'Primavera'; el mayor 
valor (0,96) entre dos cultivares de 'Champaka' del grupo horticultural Cayena, resultado que 
era de esperar porque se consideraban materiales morfológicamente iguales. 

En el análisis de conglomerados UPGMA de la matriz de similitud obtenida a partir del 
marcador RAPD, la línea de corte se estableció alrededor del valor 0,75; lo que permitió la 
formación de tres clases y ocho accesiones no agrupadas (Fig. 12). La representación de los 
grupos horticulturales establecidos en este análisis es semejante a la obtenida en la 
caracterización morfológica (acápite 3.2.1). 

La clase I está integrada por accesiones del grupo horticultural Española y de otros grupos. 
Como se puede apreciar más del 60% de los cultivares 'Española roja' en estudio, comparten 
igual información genética y solo revelaron posibles diferencias con el cebador OPA-16, los 
cultivares 'Española roja' 18 (5Cu), 'Española roja' de Florencia (26Cu), 'Española roja' con 
un borde liso (33Cu) y 'P3R5' (37a y b Cu) (Fig. 10). Este último, se trata de un mutante que 
según Pérez (2003) no había sido posible clasificarlo mediante marcadores isoenzimáticos;sin 
embargo con  el marcador AFLP se pudo corroborar que era un nuevo genotipo de piña. 

A esta clase I, también están incorporados los cultivares 'Champaka' (2Cu) y 'China' (10Cu); 
el primero debería haberse agrupado con Cayena y no con Española, este resultado pudiera 
deberse a un error de identificación del curador. Del segundo cultivar no se tiene clara su 
relación de parentesco desde el punto de vista morfológico y en el análisis molecular se 
encuentra entre estos dos grupos. Este resultado concuerda con los obtenidos por el 
marcador AFLP, donde tampoco se logró una clara ubicación de este cultivar en ningún 
grupo horticultural.  
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Figura 12. Dendrograma de los genotipos conservados en la colección ex situ, basado en un análisis 
de agrupamiento UPGMA, la matriz de similitud generada con el coeficiente Dice, a partir de los datos 
moleculares de los siete cebadores RAPD. Se representan los valores de bootstrap superiores al 60%. 

En la clase II se encuentran los cultivares pertenecientes a Cayena, en un primer subgrupo 
aparece el 'Barón de Rosthshilt' (6Cu) y 'Cayena lisa.' (Granma) (38Cu) sin diferencias 
genéticas pero si con el resto de las Cayenas. Morfológicamente sucede lo mismo la 
diferencia de estos cultivares está dada por la presencia de pequeñitas espinas a lo largo de 
la hoja. Estos dos últimos cultivares pueden ser un duplicado, porque la procedencia del 
material fue la misma, lo que justifica la similitud genética y morfológica entre ellos. La otra 
subclase está compuesta por más del 50% de las Cayenas de la colección, en las que no se 
detectaron diferencias y quedan separadas dentro de esta clase el híbrido CBCE-003 (25Cu) 
y el cv. 'Mocaena' (42Cu). Los resultados obtenidos se corresponden con los alcanzados con 
el marcador tipo AFLP y por Duval et al. (2001), Kato et al. (2004) quienes mediante el uso 
de los marcadores moleculares RFLP y RAPD respectivamente, revelaron algunas 
diferencias entre los cultivares de este grupo. Los tres híbridos cubanos CBCE-054 (12Cu), 
CBCE-021 (13Cu) y CBCE-003 (25u), se ubicaron en el intermedio de sus progenitores 
Cayena y Española. Resultado que concuerda con el obtenido con el marcador AFLP. 

Resulta interesante que la clase III formada por las accesiones del grupo horticultural 
Pernambuco presentan una distribución más homogénea, en la mayoría de estas no se 

I 

I

I 

III 
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detectan diferencias genéticas. Solo se separan los cultivares 'Cubana del Caney' (60Cu), 
'Piña blanca' (70Cu) y 'Jupi' (8Cu), este último es un material introducido desde Brasil.  

El resto de las accesiones no agrupadas fueron: el cv. Cabezona (15Cu) que aparece más 
relacionado genéticamente con el grupo horticultural Pernambuco que con Española. Esta 
afirmación se contradice con los resultados informados por Collins (1960), Py et al. (1987) y 
Dujardin (1991) quienes sostienen que este cultivar es un poliploide natural (3n) de 
Española. Le sigue a la accesión 'Branco' (31Cu) perteneciente a la especie A. bracteatus, el 
Curujey (36 Cu) del género Tillandsia, las especies afines B. pinguin (28Cu), B. karatas 
(29Cu) y Piña de Ratón (69Cu) que independientemente del alto valor (73) de bootstrap no 
se agruparon debido al criterio de corte, y por último las ornamentales C. acaulis (54Cu) y A. 
fasiata (56Cu). Los marcadores bioquímicos y moleculares utilizados por Duval et al. (2001), 
Tapia et al. (2005b), Rodríguez et al. (2007) en estudios taxonómicos del género, han 
permitido determinar la similitud genética de las especies afines con A. comosus y por tanto 
rectificar las clasificaciones propuestas para la familia Bromeliaceae. 

Los resultados alcanzados con el marcador molecular RAPD permitieron detectar la 
variabilidad entre los genotipos de cada grupo. Para ganar en mayor precisión también se 
recomienda estudiar la colección con un tercer marcador molecular, en este caso por SSR. 

3.3.3. Diversidad genética mediante el marcador SSR 

A) Testaje de los cebadores informados en la literatura 

Los productos amplificados de los genotipos de piña seleccionados para el testaje con los 
cebadores SSR informados por Kinsuat y Kumar (2007) para A. comosus, no fueron los 
esperados. En su mayoría amplificaron como cebadores inespecíficos, dando como 
resultado un número de bandas inusuales en este tipo de marcador molecular (Fig. 13). 

 

Figura 13. Amplificación del ADN de cuatro genotipos de piña con 12 cebadores SSR informados 
por Kinsuat y Kumar (2007). En ambos extremos se señala el marcador de pesos moleculares. 
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El análisis detallado de cada una de las secuencias correspondiente a cada loci informado 
por esos autores y publicadas en la base de datos NCBI, permitió detectar que en 15 loci 
SSR (ACLR179C, ACUMS217, ACUMS228A, ACLR746A, ACLR76A, ACLR776B, 
ACPCT127B, ACPCT124B, ACUMS141B, ACPCT610A, ACPCT643A, ACPCT662A, 
ACPCT651B, ACUMS228C y ACPCT662A), el motivo repetido estaba contenido dentro de la 
secuencia del cebador directo e indirecto. En el locus ACLR179B no aparecían los 
cebadores informados; en dos loci SSRs (ACLR179C y ACUMS217) se omitió o se cambió 
una base en el cebador respecto a la secuencia y en tres, el número de identificación de la 
secuencia fue incorrecto, dos correspondían a una especie de pez (Naso vlamingii) 
(ACPCT138B y ACPCT138A) y uno (ACLR74A) a otra secuencia de piña. Finalmente, de los 
20 loci analizados, dos (ACLR749y ACPCT136B) no presentaron dificultades y en solo 
cuatro (ACLR179B, ACPCT124B, ACPCT651B y ACPT138A) se pudieron realizar 
modificaciones para la presente caracterización de piña. 

De las 20 secuencias seleccionadas al azar de A. bracteatus (Blanc, 2003), se pudieron 
diseñar 10 pares de cebadores nuevos. Del total de cebadores utilizados (17) (los 
modificados y correctos del artículo, y los desarrollados a partir de A. bracteatus) (Anexo 3) 
en la presente investigación, permitieron la amplificación del ADN de los cuatro genotipos 
diferentes de piña utilizados en el testaje. Esto permitió seleccionar los 12 loci más 
polimórficos: ACPCT124BM, ACPCT136B, ACLR179BMa, ACLR179BMb, ACPCT651BM, 
ACLR749, ANBR58, ANBR72, ANBR73, ANBR75, ANBR80 y ANBR48 (Fig. 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

Figura 14. Comprobación de las amplificaciones del ADN de piña con los 17 nuevos cebadores 
diseñados. En el extremo izquierdo se señala el marcador de pesos moleculares. 
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B) Amplificación del ADN de las accesiones con los nuevos cebadores polimórficos 

La amplificación del ADN de los genotipos en estudio con los seis cebadores, diseñados a 
partir de A. bracteatus, se debe a la transferibilidad de los SSRs entre especies diferentes. 
La transferibilidad de este marcador ha sido comprobada por Hormaza (2002), quien 
caracterizó diferentes genotipos de Prunus armeniaca L. con cebadores SSR diseñados a 
partir de Prunus persica L. y por Valdés-Infante et al. (2009) quienes diseñaron cebadores 
SSR en guayabo para estudios moleculares de los géneros Psidium, Zyzygium y Eugenia 
pertenecientes a la familia Myrtaceae. 

Estos resultados permiten superar la limitada disponibilidad de cebadores que dificultaba en 
sus inicios el uso de los marcadores SSR. El amplio conocimiento sobre el grado de 
conservación de las regiones flanqueantes, según Ciampi et al. (2008), Elazreg et al. (2011) 
y Cota et al. (2012), reduce la necesidad de diseñar cebadores específicos para identificar 
cada especie o géneros de una misma familia. 

En la Tabla 16 se muestra la composición alélica del conjunto de genotipos de piña, 
obtenidos a partir del análisis molecular realizado con los 10 marcadores SSR. Se descarta 
la posibilidad de que los valores nulos que se presentaron con el locus ACLR179BMb, en las 
accesiones B. karatas (29Cu) y con el locus ACPCT124BM, estas accesiones, más los 
cultivares 'Cubana' (35Cu), 'Mocaena' (42Cu), 'Ocaena' (43Cu), 'Española roja' (53Cu, 63Cu 
y 64Cu), y las especies afines Curujey (36Cu) y Piña de Ratón (69Cu), se deban a errores en 
la extracción del ADN y a su amplificación porque este proceso se repitió dos veces. 

La frecuencia de los alelos osciló entre 0,009 y 0,849 por lo que no hay ninguno fijado 
(p≥0,90). Se encontraron 22 alelos raros (p≤0,05) que representa casi la mitad del total de 
alelos (46%) y la mayoría de estos pertenecen a las especies afines a la familia. Excepto en 
los loci ANBR80 y ANBR81, en el resto de los loci (80%) se evidencia la presencia de alelos 
exclusivos. Por solo citar algunos ejemplos en B. pinguin (28Cu), B. karatas (29Cu) y Piña de 
Ratón (69Cu) [ANBR58 (197), ANBR75 (198), ANBR81 (250) y ACPCT651BM (170/180)]; en 
'Branco' (31Cu) [ANBR58 (249), ANBR72 (233), ANBR75 (191) y ACLRB179BMb (112)]; en 
Curujey (36Cu) [ANBR58 (172/244) y ACPCT651BM (213/270)]. Esto evidencia la diversidad 
genética que aportan estas especies, resultado que coincide con lo informado por Duval et al. 
(2001), señalaron la mayor distancia genética entre estas especies respecto A. comosus. 
También Clemente et al. (2010) plantearon que las especies afines presentan características 
genéticas y morfológicas diferentes a los cultivares. 

Cuando se analizó por separado la frecuencia de los alelos para los tres grupos 
horticulturales presentes en la colección ex situ de Cuba, se evidenció en cultivares del 
grupo Española, alelos fijados para los loci ANBR58 (233), ANBR72 (239) y ACLR179BMb 
(109); y la presencia de alelos raros en el cv. 'Española roja Morada' (16Cu) para el locus 
ANBR75 (200). En cultivares del grupo Cayena se identificó un alelo fijado para el locus 
ANBR80 (147); y alelos raros en el cv. 'Cayena lisa' (50Cu) para el locus ANBR75 (221) y en 
'Champaka' (2Cu) para los loci ANBR80 (149) y ACLR179BMa (288). En el grupo 
Pernambuco solo se detectaron alelos fijados en los cultivares 'Piña blanca' para los loci 
ANBR58 (233), ANBR72 (239) y ANBR73 (211). En piña no hay información disponible al 
respecto, pero los datos son comparables con otros frutales como los obtenidos por Valdés-
Infante et al. (2007) en P. guajava, donde detectaron 24 alelos comunes y 10 alelos raros, al 
utilizar siete combinaciones de cebadores SSR. 
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Tabla 16. Composición alélica obtenida del análisis molecular realizado con 10 marcadores SSR 

No. Genotipo 
ANBR 

58 

ANBR 

72 

ANBR 

73 

ANBR 

75 

ANBR 

80 

ANBR 

81 

ACLR 

179BMa 

ACLR 

179BMb 

ACPCT 

651BM 

ACPCT 

124BM 

1Cu Española roja M 35 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

2Cu Champaka 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 110 219 / 245 273 / 284 

3Cu Española roja Col. del Ramón 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

5Cu Española roja (18) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

6Cu Cayena lisa Barón de Rosthshilt 229 / 233 239 211 200 / 210 147 240 / 260 280 / 284 109 / 110 229 284 

7Cu Piña blanca del Caney 233 239 211 220 147 / 149 268 280 / 288 109 / 110 219 / 245 273 / 284 

8Cu Jupi 233 241 211 / 217 210 / 220 147 240 279 / 280 109 229 / 245 284 

9Cu Puerto Rico 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

10Cu China 233 239 / 255 211 220 147 240 279 / 280 109 219 273 / 284 

11Cu Mocaena 229 / 233 239 / 241 211 / 227 210 / 220 147 260 280 / 284 109 229 273 / 284 

12Cu Híbrido CxE 054 229 / 233 228 / 239  227 210 / 221 147 / 149 260 / 268 280 109 229 / 245 273 

13Cu Híbrido CBCE-021 229 / 233 239 211 210 / 221 147 260 / 268 280 / 284 109 219 / 229 273 / 284 

14Cu Piña blanca (Bolondrón) 233 239 211 220 147 / 149 268 280 / 288 109 / 110 219 / 245 273 / 284 

15Cu Cabezona 233 239 / 241 211 200 / 220 147 / 149 268 280 109 219 / 245 273 / 287 

16Cu Española roja Morada (Holguín) 233 239 211 / 227 200 / 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

17Cu Piña blanca Serrana 233 239 211 220 147 / 149 268 280 / 288 109 / 110 219 / 245 273 / 284 

21Cu Cayena lisa Serrana 229 / 233 239 / 241 211 / 227 210 / 220 147 260 280 / 284 109 229 273 / 284 

22Cu MD-2 229 / 233 239 211 / 227 220 147 240 / 260 280 109 229 / 245 284 

24Cu Cayena de Hawaii 229 / 233 239 / 241 211 / 227 210 / 220 147 260 280 / 284 109 229 273 / 284 

25Cu Híbrido CxE003 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

26Cu Española roja Florencia 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 

28Cu Bromelia pinguin 197 239 / 243 211 / 227 192 / 198 147 / 149 250 280 * / * 170 / 180 * / * 

29Cu Bromelia karatas 197 239 / 241 211 / 227 196 / 198 147 / 149 250 280 / 288 * / * 170 / 180 * / * 

31Cu Branco 233 / 249 233 / 239  211 191 / 220 149 260 280 109 / 112 245 258 / 284 

33Cu Española roja 1 borde liso 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 

35Cu Cubana (Baracoa) * / * 239 211 220 * / * * / * * / * 109 / 110 219 / 245 * / * 

36Cu Curujey 172 / 244 253 211 / 227 179 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 213 / 270 * / * 

37aCu Española roja P3R5 233 239 211 / 227 221 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

37bCu Española roja P3R5 233 239 211 / 227 221 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

38Cu Cayena lisa (Granma) 229 / 233 239 211 200 / 210 147 240 / 260 280 / 284  109 229 284 

39Cu Española roja (Granma) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288  109 219 / 245 273 / 284 

40Cu Española roja (La Habana) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

41Cu Española roja (Baracoa) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

42Cu Mocaena * / * 239 211/ 227 220 * / * * / * * / * 109 229 / 245 * / * 

43Cu Ocaena * / * 239 211 / 227 220 * / * * / * * / * 109 219 / 245 * / * 

44Cu Española roja (San Cristobal) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

45Cu Española roja (Rosario) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

46Cu Española roja (Viñales) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

47Cu Española roja (Aguada) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

48Cu Española roja (Abreus) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

49Cu Piña blanca (Rodas) 233 239 211 220 147 / 149 268 280 / 288 109 / 110 219 / 245 273 / 284 

50Cu Cayena lisa (Rodas) 229 / 233 239 211 210 / 221 147 260 / 268 280 / 284 109 219 / 229 273 / 284 

51Cu Española roja (Rodas) 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

52Cu Cayena lisa 229 / 233 239 / 241 211 / 227 210 / 220 147 260 280 / 284 109 229 273 / 284 

53Cu Española roja (Bolondrón) * / * 239 211 / 227 220 * / * * / * * / * 109 219 / 245 * / * 

59Cu Española roja del Caney 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 /288 109 219 / 245 273 / 284 

60Cu Cubana del Caney 233 239 / 241 211 / 227 210 / 221 147 240 / 260 280 109 / 110 229 / 245 273 / 284 

61Cu Española roja Colorada del C. 233 239 211 / 227 220 147 / 149 240 / 268 280 / 288 109 219 / 245 273 / 284 

63Cu Española roja (Niceto Pérez) * / * 239 211 / 227 220 * / * * / * * / * 109 219 / 245 * / * 

64Cu Española roja (Las Tunas) * / * 239 211 / 227 220 * / * * / * * / * 109 219 / 245 * / * 

67Cu Cayena lisa (Isla J.) 229 / 233 239 / 241 211 / 227 210 / 220 147 260 280 / 284 109 229 273 / 284 

69Cu Piña de Ratón 197 228 / 239 211 / 227 196 / 198 147 / 149 250 280 106 / 109 170 / 180 * / * 

70Cu Piña blanca (Guantánamo) 233 239 211 220 147 / 149 268 280 / 288 109 / 110 219 / 245 273 / 284 

.* / * Ausencia de amplificación
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Los parámetros de diversidad genética obtenidos a partir del análisis molecular con los 
cebadores SSR se presentan en la Tabla 17. Del total de 48 alelos generados (A) a partir de 
la amplificación de los genotipos en estudio, el locus que presentó mayor polimorfismo fue 
ANBR75 (9 alelos) y el de menor polimorfismo ANBR80 (2 alelos). Se obtuvo una media de 
4,8 alelos/locus, con una fluctuación del número efectivo (Ne) de 1,29 (ACLR179BMb) a 3,27 
(ACPCT651BM), para un promedio de 2,08. La media de alelos/locus obtenida con este 
marcador fue similar a la de Shoda et al. (2012) quienes con 18 cebadores SSRs en 
genotipos de piña de la colección de Japón fue de 4,1 alelos/locus. Al compararlo con el de 
Tapia et al. (2005b), en la caracterización de 15 genotipos de piña para el marcador ISSR 
fue inferior, 6 alelos/locus. Sin embargo, Rodríguez et al. (2007), con tan solo cuatro 
sistemas enzimáticos, detectaron una media muy superior (18,5 bandas/enzima) en el 
estudio de 789 individuos. 

Tabla 17. Parámetros de diversidad genética del conjunto de genotipos analizados de la colección ex 
situ con 10 marcadores SSRs: número de alelos (A), heterocigosidad esperada y observada (He y 
Ho), índice de fijación Wright (F), probabilidad de identidad (PI), número efectivo de alelos (Ne) y p-
valor para el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). 

Nombre del 

Locus 

Tamaño de los 
fragmentos (pb) 

A Ne He Ho F PI 
Desviación 

de HWE 

ANBR58 172-249 6 1,57 0,38 0,28 0,24 0,41 ** 

ANBR72 228-253 6 1,37 0,29 0,23 0,16 0,33 0,17 

ANBR73 211-227 3 1,94 0,49 0,75 -0,55 0,32 ** 

ANBR75 179-221 9 1,97 0,51 0,32 0,35 0,39 ** 

ANBR80 147-149 2 1,88 0,47 0,70 -0,50 0,16 ** 

ANBR81 240-268 4 3,17 0,69 0,66 0,04 0,33 ** 

ACLR179BMa 279-288 4 2,33 0,58 0,87 -0,53 0,13 ** 

ACLR179BMb 106-112 4 1,29 0,25 0,21 0,05 0,33 0,58 

ACPCT651BM 170-270 7 3,27 0,70 0,83 -0,19 0,23 ** 

ACPCT124BM 258-284 3 2,04 0,52 0,84 -0,65 0,19 ** 

Media  4,8 2,08 0,49 0,57 -0,33 0,28  

** Significación con p≤0,01 

La media de la probabilidad de identidad (PI) fue de 0,28, con valores que varían entre 0,13 
en el locus ACLR179BMa hasta 0,41 en el locus ANBR58. También se observaron 
desviaciones significativas p≤0,01 del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en ocho de los 10 
loci. Se observó una relación inversa entre los valores He respecto a Ne y a PI, lo que 
implica la elevada heterocigosidad que revelan los microsatélites, lo cual corrobora que son 
marcadores apropiados para la identificación varietal. De esta forma, los lociACLR179BMa 
(PI=0,13) y ACPCT651BM (He=0,70) resultaron ser los más informativos. Además, el 40% 
de los loci fueron altamente informativos con He≥0,5 y PI≤0,35 respectivamente. Este 
resultado permite afirmar que con tan solo cuatro de los loci, con mayor He y menor PI, se 
puede obtener la misma resolución en la identificación de los genotipos estudiados que con 
el resto de los SSRs utilizados en el presente trabajo. Este criterio coincide con los 
informados por Martín et al. (2011) en el frutal P. armeniaca, en el que demostraron una 
relación inversa entre los valores de heterocigosidad (0,60) respecto a los índices Ne (2,74) y 
PI (0,39). 

La media de la heterocigosidad esperada (He) fue de 0,49, con valores que varían desde 
0,25 en el locus ACLR179BMb hasta 0,70 en el locus ACPCT651BM. La heterocigosidad 
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observada (Ho) presentó una media de 0,57, con valores que van desde los 0,21 en 
ACLR179BMb a 0,87 en ACLR179BMa. Estos resultados guardan relación con los 
alcanzados por Shoda et al. (2012) en A. comosus, quienes obtuvieron valores de 0,52 en la 
media de He, pero con diferencias en el rango de variaciones (0,09 y 0,76). 

El Índice de fijación de Wright (F) mostró que el 50% de los loci tienen valores positivos y el 
otro 50% valores negativo, lo que indica que no hay un marcado déficit de heterocigotos. 
Este valor podría ser menor si se eliminan las especies afines ya que fueron las que más 
alelos nuevos aportaban. Una de las razones que puede explicar estos resultados, está 
fundamentada según Coppens d’Eeckenbrugge y Duval (1995), por la ausencia de 
cruzamiento entre los cultivares, debido al tipo de reproducción asexual y a la 
autoincompatibilidad en los mismos. 

Los resultados obtenidos permiten resaltar la importancia de los SSRs como una 
herramienta eficaz en la optimización del manejo de colecciones de germoplasma. Los 
marcadores desarrollados en la presente investigación pueden tienen una aplicación 
práctica: en la estimación del nivel de variación entre poblaciones naturales y el manejo de 
los bancos de germoplasma, en el estudio de estructura poblacional, estudios taxonómicos, 
en procesos de domesticación y movimiento de material entre diferentes países, este último 
permite dilucidar los problemas de sinonimias, homonimias y ser de gran ayuda en los 
programas de mejora.  

Los 10 cebadores SSRs seleccionados proporcionaron productos de amplificación para 54 
accesiones de piña evaluadas. De los dendrogramas obtenidos, se eligió aquel que presentó 
mayor correlación cofenética (r=0,96) entre la matriz cofenética y la de similitud Dice. El 
remuestreo realizado al agrupamiento permitió diferenciar las clases de forma consistente. 

Los valores de la matriz de similitud (datos no mostrados) obtenidos entre los diferentes 
genotipos variaron de 0,24 a 1,00 para una media de 0,74. El valor más pequeño aparece 
entre B. pinguin (28Cu) y 'Puerto Rico' (9Cu) y el mayor valor en más de 150 combinaciones 
entre cultivares de igual grupo (Española, Pernambuco y Cayena). La mayoría de los 
cultivares conglomeraron a una distancia genética cercana a la de los grupos horticulturales 
de piña. 

En el análisis de conglomerados UPGMA de la matriz de similitud obtenida a partir del 
marcador tipo SSR, la línea de corte se estableció alrededor del valor 0,70; lo que permitió la 
formación de dos clases (Fig. 15), una menos que en el caso de los RAPDs (Fig. 11) y 
algunas accesiones no agrupadas.  

En la clase I, a diferencia que con el marcador tipo RAPD y AFLP, las accesiones 
pertenecientes a los grupos horticulturales Española y Pernambuco se conglomeraron en 
dos subclases, perfectamente diferenciadas. A excepción del cv. 'Cubana del Caney' (60Cu) 
en el resto de los cultivares que integran este último grupo no se detectó diversidad genética 
y en los de Española, la mayoría no presentaron diferencias, lo que ratifica la escasa 
diversidad de la colección. Con este marcador tan solo se diferenciaron los cultivares: 
'Española roja' (16Cu), 'Española roja con un borde liso' (33Cu) y 'P3R5' (37a y b Cu).  

También con SSR el cv. Cabezona (15Cu) aparece más relacionado genéticamente con las 
accesiones del grupo horticultural Pernambuco que con las del grupo Española. Sin 
embargo, Tapia et al. (2005b) mediante marcadores RAPD e ISSR lograron agrupar los 
cultivares 'Cabezona' con Española, lo que está en correspondencia con la clasificación que 
hacen Py et al. (1987).  
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Figura 15. Dendrograma de los genotipos de piña de la colección ex situ, basado en un análisis de agrupamiento UPGMA, se utilizó la matriz 
de similitud con el coeficiente Dice, obtenida a partir de los datos moleculares de 10 loci SSR. Se representan los valores de bootstrap 
superiores al 60%. 
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La clase II está integrada por accesiones del grupo horticultural Cayena, que se separa en 
dos subclases. La primera está constituida por los cultivares 'Barón de Rothschild' (6Cu) y 
'Cayena lisa' (Granma) (38Cu), con la misma ubicación que la obtenida mediante RAPD. La 
otra subclase está compuesta por la mayoría de los cultivares de Cayena. La similitud 
genética entre ellas obedece, según Collins (1960) y Noyer (1991) a que algunos cultivares 
de Cayena se originaron de plantas domesticadas de este grupo en Guyana Francesa. 
Además, se consideran clones con poca variación genética, lo cual coincide con lo planteado 
por Kato et al. (2004), quienes afirmaron que la clasificación de estos genotipos es difícil 
debido a la estrecha base genética y a la similitud morfológica, que tienen los mismos. 

Otras dos accesiones que se agruparon en esta clase y que no presentaron diferencias 
genéticas con los 10 SSRs utilizados, fueron el híbrido CBCE-021 (13Cu) y 'Cayena lisa' 
(Rodas) (50Cu), los cuales tuvieron características morfológicas distintas. Este híbrido, está 
descrito por Benega et al. (1999), que se obtuvo a partir de un cruzamiento entre 'Cayena 
lisa serrana' y 'Española roja pinareña', mientras que 'Cayena lisa' (50Cu) es una accesión 
colectada en la región central del país. Es de destacar que el cv. 'Cubana del Caney' (60Cu) 
formó parte de esta clase aunque por sus características morfológicas debería pertener al 
grupo horticultural Pernambuco. Esto puede deberse a la transferibilidad de los SSR 
estudiados, los que según Oliveira et al. (2006), pueden ser capaces de identificar las 
diferencias entre clases pero no dentro de estas. 

El resto de las accesiones no agrupadas fueron: 'Branco' (31Cu), Curujey (36 Cu) y las 
especies afines B. pinguin (28Cu), B. karatas (29Cu) y Piña de Ratón (69Cu) que 
independientemente del alto valor (100 y 64 respectivamente) de bootstrap no se agruparon 
debido al criterio de corte. Los resultados obtenidos mediante el marcador SSR resultaron 
ser informativos y detectaron el polimorfismo en la colección en estudio. Según Wünsch y 
Hormaza (2002) y Pérez (2008), este se ha convertido en el marcador molecular más 
efectivo para la identificación varietal de las especies. La transferibilidad de los SSRs 
permitió agrupar los cultivares en los grupos horticulturales y diferenciar las especies afines; 
sin embargo esta pudo ser también la causa de no detectar diferencias genéticas entre 
accesiones de un mismo grupo.  

La caracterización realizada mediante los 10 loci SSR, los siete cebadores RAPD y las 
cuatro combinaciones de cebadores AFLP, revelaron polimorfismo y permitieron distinguir los 
perfiles genéticos de las accesiones de piña. Estos marcadores permitieron evaluar su 
diversidad genética y corroborar, en su mayoría, la caracterización morfológica. La diversidad 
genética de las accesiones de la colección es baja, se debe enriquecer con cultivares y 
especies afines del género, provenientes de otras colecciones del mundo. La mayoría de los 
genotipos conservados pertenecen a los grupos horticulturales Española y Cayena, los 
cuales tienen una distancia genética baja. Para lograr una mejor organización y manejo de 
esta colección se podría construir una colección nuclear más pequeña que represente la 
diversidad de la colección mayor. La construcción de esta colección nuclear no implica la 
eliminación de los genotipos no incluidos en ella, pues aunque la diferencia sea mínima entre 
dos genotipos, esta puede ser importante.  

3.4. Identificación de las amenazas de pérdida de diversidad genética del germoplasma 
de piña y acciones para minimizarlas  

El análisis de la pérdida de diversidad genética que experimenta el germoplasma de piña se 
resume en la Tabla 18. En ella se muestran los resultados de los criterios emitidos, por los 
actores locales y los expertos, en las entrevistas y talleres desarrollados durante las 
prospecciones, agrupados para cada región de Cuba.  
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Tabla 18. Frecuencia (F) y porcentaje de los criterios de los agricultores y expertos, recogidos en 
entrevistas y talleres desarrollados en las prospecciones, que implican amenazas de pérdida de 

diversidad genética de piña en Cuba.  

AMENAZAS DE EROSIÓN 
Occidente Centro Oriente 

TOTAL 
PRODUCTORES 

EXPERTOS 

F % F % F % F % F % 

Abandono de cultivares 13 23,64 8 14,5 7 12,7 28 50,84 5 100 

Vulnerabilidad de los cultivares 
frente a condiciones naturales 

adversas  
5 9,09 1 1,82 5 9,09 11 20,00 2 40 

Abandono de la tradición del 
cultivo de piña 

12 21,82 3 5,45 2 3,64 17 30,91 3 60 

Erosión de cultivares durante la 
conservación in situ-ex situ de la 

variabilidad única 
11 20,00 2 3,64 1 1,82 14 25,45 5 100 

Escasa posibilidad real para la 
reposición de los cultivares 

perdidos de la colección ex situ 
- 4 80 

Escasa posibilidad real para la 
introducción de nuevos 

cultivares a la colección ex situ 
- 3 60 

Entre las principales amenazas se identificaron las siguientes: 

 Abandono de cultivares. 

Esta fue la amenaza que mayor incidencia tuvo en el país tanto para los productores 
(50,84%) como para los expertos (100%). Varios cultivares han sido abandonados en 
diferentes regiones por su susceptibilidad a enfermedades fungosas, sus bajos 
rendimientos y el escaso material de propagación que producen (semilla agámica). Estos 
factores según Barrios (2010) están contemplados dentro de las formas de erosión 
genética. 

Los cultivares del grupo horticultural Pernambuco ('Piña blanca') tienen mayor riesgo de 
erosión, ya que gran parte de las áreas en las que se plantaba este cultivar han sido 
sustituidos fundamentalmente por el cv. 'Española roja'. Esto ha incidido en sus bajos 
rendimientos, así como la fragilidad de los frutos por el llamado “golpe de sol” y su poca 
rusticidad, a pesar de la textura de su fruto y excelente sabor.  

Por otra parte los cultivares del grupo horticultural Cayena, que en décadas anteriores 
según Herrera (1974) se encontraban presentes en las provincias Pinar del Río, La 
Habana y Ciego de Ávila, ahora han desaparecido prácticamente de los campos, lo que 
se debe a su baja tasa de multiplicación, las exigencias agronómicas y la susceptibilidad 
a diferentes factores bióticos y abióticos. 

Otro caso interesante resultó el cv. 'Cabezona' el cual se describió en Santo Domingo, 
provincia Villa Clara, en Gibara, provincia Holguín y en “Niceto Pérez”, provincia 
Guantánamo, y actualmente solo quedan pequeñas plantaciones en Gibara y algunos 
ejemplares en Guantánamo. 

 Vulnerabilidad de los cultivares frente a condiciones adversas. 

Esta fue la amenaza que menor incidencia tuvo tanto por los productores (20%) como 
por los expertos (40%). La ubicación geográfica de la isla favorece las afectaciones del 



Propuesta a Premio Academia de Ciencias de Cuba 

53 

 

fondo genético de los cultivos, por el paso de las tormentas tropicales y los huracanes, 
que para el caso de la piña implica daños por inundaciones temporales de las 
plantaciones y desprendimiento de las plantas por el arrastre de las aguas. 
Contradictoriamente, aunque la piña se comporta como una planta de poco 
requerimiento de agua, las condiciones de sequía prolongadas que han ocurrido en el 
país (Fundora et al., 2006), han deteriorado o deshidratado plantaciones de fomento en 
diversas regiones. 

Los cultivares menos representados en número y áreas cultivadas son los que corren 
mayor riesgo de perderse, tal es el caso de los cultivares 'Cabezona' (Gibara), 'Cayena 
lisa' (“Frank País”) y 'Barón de Rothschild' (Cienaguilla), este último es el más 
amenazado, ya que su densidad poblacional in situ es muy baja.  

 Abandono de la tradición del cultivo de piña. 

Es la segunda causa identificada como amenaza con una incidencia según los 
productores (30,94%) y los expertos (60%). La tradición del cultivo de esta fruta se 
abandona paulatinamente porque los descendientes de los productores tienen otros 
intereses y dejan perder las plantaciones. Aunque esto afecta a varias regiones del país, 
tienen mayor incidencia las que están cercanas a los polos turísticos, en especial en la 
provincia Ciego de Ávila para el cv. 'Cayena lisa serrana' (21Cu) y en Matanzas el cv. 
'Piña blanca' (14Cu). 

 Erosión de cultivares durante la conservación in situ y ex situ de la variabilidad 
única. 

La variabilidad única del germoplasma de piña es una amenaza más valorada por los 
expertos (100%) que por los productores (25,45%), debido a la importancia que se le 
concede por los especialistas a la conservación de la diversidad tanto in situ como ex 
situ. Esta variabilidad se ha perdido por diversos motivos de índole material, como la 
escasez de recursos para la conservación y el manejo de las colecciones vivas (labores, 
ataque de plagas, entre otras), agravados por la baja población disponible en el campo y 
la escasa cantidad de muestras conservadas in vitro. Por ejemplo, las accesiones 
'Primavera' y otras Cayenas (Cayena de Ecuador, Guinea y México), que se perdieron 
definitivamente, debido al inadecuado manejo del germoplasma y otros factores 
relacionados con la actividad del hombre. 

Referente a la conservación in situ se han erosionado valiosos cultivares debido al poco 
conocimiento por parte de los productores del papel que juegan los mismos en la 
preservación del germoplasma. Dentro los cultivares erosionados podemos resaltar la 
pérdida del cv. 'Cabezona' en las regiones occidental y central.  

 Escasa posibilidad real para la reposición de los cultivares perdidos de la colección 
ex situ de germoplasma. 

Los expertos consideran (80%) que es muy difícil la reposición de los cultivares perdidos 
en la colección ex situ a partir de nuevas colectas en sus lugares de origen, debido a la 
poca disponibilidad de recursos financieros para la organización y realización de 
expediciones con este fin. Las accesiones que proceden de colectas anteriores y que se 
han perdido en el germoplasma ex situ, no pueden ser repuestas fácilmente y las 
amenazas a los que están sometidos los RFG in situ, agravan esta situación. 

 Escasa posibilidad real para la introducción de nuevos cultivares a la colección ex 
situ de germoplasma. 

A pesar de que en el país se han realizado introducciones de material de piña foráneo, 
los expertos consideran (60%) que esta no es una alternativa asequible en la actualidad 
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para incrementar la diversidad de la colección ex situ, debido a las limitaciones en los 
mecanismos de cuarentena. Un ejemplo de esto lo constituye las dificultades para la 
entrada al país de cultivares que se han identificado en otros bancos de germoplasmas, 
pero sería necesario una restructuración en las condiciones para la cuarentena en el país 
y poder cumplir las reglamentaciones establecidas a este efecto en la importación de 
material vegetal. 

La utilización del método de Investigación-Acción-Participación (IAP) (Pérez, 1990; Santos et 
al., 2011) fue acertada para la identificación de las diferentes amenazas de erosión genética 
del germoplasma de piña en Cuba. Aunque para detectar estas amenazas se tuvieron en 
cuenta los criterios de los actores locales de las comunidades, su participación en la solución 
de las mismas es aún poco efectiva para garantizar de forma sostenible su contribución al 
desarrollo local (Mirabal, 2006), en especial para conservar la diversidad in situ del género 
Ananas. 

Acciones para minimizar la erosión del germoplasma de piña  

A partir del análisis de las amenazas de erosión genética identificadas, se proponen las 
siguientes acciones para minimizarlas:  

1. Favorecer la propagación de cultivares con riesgos de erosión genética y con limitada 
disponibilidad de brotes, de los híbridos obtenidos del Programa Nacional de Mejora y 
de las especies afines. 

2. Establecer estrategias de conservación in situ y ex situ (in vitro/in vivo), que apoyen la 
recuperación de la diversidad genética perdida en los sistemas agrícolas dañados y 
reforzar estas colecciones con esa valiosa diversidad. 

3. Establecimiento de una colección núcleo donde estén los cultivares que más aportan a 
la diversidad. 

4. Promover la participación comunitaria en la protección y el manejo de la diversidad que 
conservan y favorecer el intercambio de germoplasma y de conocimientos locales, en 
función del rescate de las tradiciones culturales que propicien la conservación y uso de 
la agrodiversidad.  

5. Realizar el reconocimiento social, por parte de las instituciones pertinentes, de los 
agricultores y comunidades involucradas en la actividad de conservación de la 
diversidad de la especie para motivar el desarrollo de esta labor.  

6. Confeccionar materiales didácticos de corte popular que se adecuen a los propósitos 
mencionados en la acción No. 3. 

7. Garantizar la conservación de los parientes silvestres en su hábitat natural y ex situ. 

8. Apoyar los programas de micropropagación mediante técnicas biotecnológicas en 
función de los intereses productivos y de la conservación. 

9. Fomentar la conservación in vitro del germoplasma ex situ por medio de técnicas de 
crioconservación. 

10. Proponer la asignación de fondos estales para realizar colectas, conservación ex situ y 
capacitaciones a los agricultores que permitan verdaderamente afrontar las graves 
amenazas de erosión mencionados. 

11. Promover la presentación y aprobación de proyectos nacionales e internacionales para 
poder trabajar de forma efectiva y minimizar la erosión de los RFG de la especie en 
Cuba 
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12. Abogar por un programa inmediato de rehabilitación de la Cuarentena Vegetal en el 
país que permita la introducción de nuevos materiales a la colección ex situ, para 
apoyar futuros programas de mejoramiento. 

En Cuba, también se han desarrollado acciones para minimizar la erosión genética como las 
realizadas por Fundora et al. (2006) y Shagarodsky et al. (2009), ambos del grupo de 
Recursos Genéticos del INIFAT en especies de hortalizas, granos básicos y oleaginosas, así 
como también por Barrios (2010), quien propuso un conjunto de acciones para minimizar la 
erosión genética del género Capsicum después de evaluar el germoplasma cubano 
conservado ex situ e in situ. Estas acciones están en correspondencia con el nuevo 
paradigma de la agricultura (FAO, 2011) de “Ahorrar para crecer”.  

Los estudios realizados en la presente investigación, permitieron advertir sobre la 
vulnerabilidad a la que está expuesta la diversidad conservada in situ de los RFG del cultivo 
en Cuba, la cual se mantendrá en la colección ex situ del Centro de Bioplantas. Con la 
puesta en marcha de algunas de las acciones sugeridas, se ha favorecido el intercambio con 
los campesinos y la entrega de documentación ha contribuido a un manejo más eficiente del 
cultivo, así como a la conservación in situ del germoplasma de piña. De esta forma, será 
posible salvaguardar los recursos fitogenéticos de esta valiosa fruta. 

3.5. Conservación del germoplasma de piña a partir de las acciones propuesta para 
disminuir la pérdida de diversidad genética 

3.5.1. Establecimiento y validación de la colección núcleo del banco de germoplasma  

3.5.1.1. Establecimiento de la colección núcleo 

En el análisis de conglomerados para el germoplasma cubano con los Descriptores Mínimos 
(acápite 3.2.3.), se formaron tres clases que estaban en correspondencia con los grupos 
horticulturales: Española, Pernambuco y Cayena. La proporción de individuos incluidos en 
cada una de estas clases se observa en la Tabla 19.  

Tabla 19. Composición de las clases y número de accesiones de los grupos formados en la colección 
base (CB). 

CLASES 
COMPOSICIÓN DE LAS CLASES 

No. 
Acc. 

Región del 
país/BG. 

No. 
Acc. 

Cultivares 

I 30 

Occidente 8 
ER 40Cu, ER 44Cu, ER 45Cu, ER 47Cu, ER 53Cu, 
ER 68Cu, ER 48Cu y ER 46Cu  

Centro 4 ER 26Cu, ER 51Cu, ER 30Cu y ER 5Cu 

Oriente 11 
ER 16Cu, ER 43Cu, ER 39Cu, ER 61Cu, ER 64Cu, 
ER 3Cu, ER 33Cu, ER 59Cu, ER 41Cu, ER 63Cu y 
Ca 15Cu 

Banco de G. 7 
P3R 37Cu a y b, ER 1Cu, Hi 12Cu, Hi 25Cu, Hi 
13Cu y PR 9Cu 

II 7 

Occidente 1 PB 14Cu  

Centro 2 PB 49Cu y PB 17Cu 

Oriente 4 PB 7Cu, PB 60Cu, PB 70Cu y PB 35Cu 

III 11 

Occidente 2 CL 52Cu y CL 67Cu  

Centro 2 CL 21Cu y CL 50Cu 

Oriente 3 BR 6Cu, BR 38Cu y MO 42Cu 

Banco de G. 4 CH 2Cu, MD 22Cu, CL 24Cu y MO 11Cu 

I- Española, II- Pernambuco y III- Cayena BG.- Banco de germoplasma  
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A partir de los resultados agromorfológicos, el criterio del curador y la distribución geográfica 
se realizó una primera aproximación de la colección núcleo respecto a la colección base, la 
cual representó el 47,9% de las accesiones. En una segunda aproximación, se consideró 
también el criterio de selección a partir de los análisis moleculares mediante RAPD y SSR 
(acápites 3.3.2 y 3.3.3). 
La colección núcleo de piña en Cuba después de las selecciones quedó constituida por 16 
accesiones lo que representa un 33,3% de la colección base (Tabla 20). Esta cifra puede 
parecer elevada cuando se compara con el tamaño del núcleo de otras especies, por 
ejemplo Knüpffer y van Hintum (1995) establecieron una colección núcleo con menos del 
0,3% (1600 accesiones) del total de accesiones existentes en la Colección Internacional de 
Cebada. Así como también, Spillane et al. (inédito) citado por van Hintum et al (2003), 
crearon una colección núcleo de sorgo con 1,5% (600 accesiones) del total de los materiales 
(40 000 accesiones) conservados en el ICRISAT en la India. Es importante señalar que en 
estos casos, según Fundora et al. (2006), los núcleos se obtuvieron de colecciones 
completas de bancos de germoplasma representativos de la diversidad de todo el mundo, en 
los que se hizo una catalogación muy completa de los grupos de diversidad existentes en las 
especies.  

Tabla 20. Composición de la colección núcleo establecida a partir de la colección base (CB).  

El tamaño obtenido en la colección núcleo resultó adecuado para las condiciones de Cuba. 
Este resultado está en correspondencia con los alcanzados por Fundora et al. (2006), 
quienes establecieron en el país colecciones núcleo con un 25 y 30% de representación 
respecto a la colección base, en especies de hortalizas, granos básicos y oleaginosas.  

Sobre el tamaño de las colecciones núcleos existen diferentes criterios, según Brown y 
Spillane (1999) estas deben tener un tamaño entre 5 y 20% respecto a la colección base; en 
cambio Noirot et al. (1996) y Bhattacharjee et al. (2007), sugirieron porcentajes mayores, 
entre 20 a 30%. Aunque estos son los porcentajes, otro criterio respecto al tamaño de las 
colecciones núcleo es el de Castillo et al. (2008), quienes plantearon que si la colección a 
partir de la cual se desarrolla una colección núcleo es muy grande, el tamaño porcentual 
puede ser menor que 5%, pero si la colección base es pequeña este valor se incrementa.  

 

CLASES 

COMPOSICIÓN DE LAS CLASES 

No. 
Acc. 

% 
CB 

Región del 
país/BG. 

No. 
Acc. 

Cultivares seleccionados 

I 9 18,8 

Occidente - - 

Centro 3 ER 26Cu y ER 30Cu, ER 5Cu 

Oriente 4 ER 33Cu, ER 63Cu, ER 16Cu y Ca 15Cu 

Banco de G. 2 P3 37aCu y Hi 12Cu 

II 2 4,2 

Occidente 1 PB 14Cu 

Centro - - 

Oriente 1 CC 60Cu 

III 5 10,4 

Occidente - - 

Centro 1 CL 21Cu 

Oriente 2 BR 6Cu y MO 42Cu 

Banco de G. 2 CH 2Cu y CL 24Cu 

Total 16 33,3 I Española, II- Pernambuco y III- Cayena 
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Descripción de los grupos de variabilidad que componen la colección núcleo  

- Clase I: quedó constituida por nueve cultivares del grupo horticultural Española, este es el 
más representativo del país y a pesar de las condiciones en las que se planta tiene 
buenos rendimientos. Dentro de las accesiones seleccionadas se encontra, uno de los 
híbridos obtenidos a partir de un programa de mejora cubano; el poliploide 'Cabezona', 
planta con un fruto de gran tamaño, utilizado en el turismo y la variante somaclonal 
'P3R5', con características superiores respecto a su progenitor (Española). De manera 
general, el resto de los cultivares tienen mayor rusticidad que los del grupo horticultural 
Cayena y Pernambuco, poseen frutos más fibrosos, menos dulces y pequeños. 

- Clase II: fue la más pequeña, está constituida solamente por dos cultivares del grupo 
horticultural Pernambuco; son plantas con características morfoagronómicas y 
moleculares similares, y presentan mayor riesgo de erosión genética en el país. Estos 
cultivares se caracterizan por presentar frutos en forma piramidal, son extremadamente 
dulces y jugosos. 

- Clase III: quedó constituida por cinco accesiones del grupo horticultural Cayena, el más 
importante en el mercado internacional; por el cv. 'Baron de Rothschild', con 
características morfológicas diferentes al resto de los cultivares respecto a la espinosidad 
de la hoja; por dos introducciones procedentes de Brasil y Hawai, las cuales enriquecen la 
colección; por el cv. 'Mocaena', cultivada solo en una zona aislada de Baracoa, provincia 
Guantánamo y por el cv. 'Cayena lisa serrana', que ha sido utilizada como progenitora 
femenina en programas cubanos de mejoramiento genético. De manera general, los 
cultivares de esta clase se caracterizan por presentar frutos con amarillo-naranja muy 
llamativo tanto en la cáscara como en la pulpa, de poca fibra, abundante jugo y un dulzor 
muy agradable al paladar. 

Además, en la Tabla 21, se muestra la descripción de las accesiones que integran la 
colección núcleo establecida a partir de las clases formadas mediante los descriptores 
mínimos, por: región de procedencia, grupo horticultural al que pertenecen y la media de los 
caracteres cuantitativos por accesión y grupo. Aunque la colección núcleo se estableció con 
dominio para los cultivares comerciales, debido al valor que presentan las especies afines 
del género para programas de mejora, también se incluyeron las accesiones Branco (A. 
bracteatus), B. pinguin, B. karatas, Piña de ratón (B. pinguin) y Curujey (T. fasiculata). 
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Tabla 21. Descripción de las accesiones que integran la colección núcleo establecida a partir de las clases formadas mediante los descriptores 
mínimos, región de procedencia, grupo horticultural al que pertenecen, caracteres cualitativos y la media de los caracteres cuantitativos por 
accesión y clase. 

 
ID.- número utilizado para la identificación del material; P- procedencia: BG- banco de germoplasma, Oc- Occidente, C- Centro, Or- Oriente; GH.- grupo horticultural; CH-color de la 
hoja: VtR-verde con tintes rojos, V-verde, Vcl- verde claro, Rz- rojiza, C-cayena; DE- distribución de las espinas: RA- regular alta, I- irregular, R- regular, C1b- con un borde liso, Rp- 
regular poca, R- regular, Es- española; FF- forma del fruto,: B-barril, Pi- pirameidal, Ci- cilíndrico; CF- color externo del fruto: NR- naranja rojizo, VA- verde amarillo, AN- amarillo 
naranja; PO- profundidad de los ojos: M- medianamente profundos, P- proyectados, PP- poco profundos; FO- forma de los ojos: R- rectangulares, Rd- redondeados, H- hexagonales, 
B-blanca, Ap- amarilla pálida, A- amarilla. DP- diámetro de la planta (cm), AH- ancho de la hoja (cm), DF- diámetro del fruto (cm), LF- longitud del fruto (cm),DC- diámetro del 
corazón(cm), MFsC- masa del fruto sin corona (g), Rel- relación masa de la corona/masa del fruto con corona, SS- sólidos solubles (°Brix), AT- acidez total (%). 

ID. ACCESIONES P GH CH DE FF CF PO FO CP DP AH DF LF DC MFsC Rel SS AT 

12Cu Híbrido CBCE-054 BG Española VtR C B NR M R B 107,0 2,5 15,8 17,8 2,1 886,3 0,10 11,4 1,30 

5Cu Española roja (18) C Española VtR RA B NR P R B 100,5 4,3 14,2 15,2 1,2 1085,4 0,10 9,1 1,37 

15Cu Cabezona OR Española VtR I B NR P R Ap 148,0 5,8 17,6 22,6 2,5 3281,1 0,08 9,3 0,98 

16Cu Española roja Morada OR Española VtR RA B NR P R B 94,5 3,7 12,7 16,5 1,3 1014,9 0,24 8,7 1,80 

26Cu Española roja C Española VtR RA B NR P R B 115,6 3,2 15,6 18,6 1,8 942,8 0,13 14,4 1,50 

30Cu Española roja pinareña C Española V R B NR P R B 117,0 4,6 12,0 13 1,6 764,1 0,24 8,7 1,30 

33cu Española roja un borde l. OR Española VtR C1b B NR P R B 93,2 4,5 11,0 12,3 1,5 627,2 0,21 8,5 0,95 

37Cu Española roja P3R5 BG Española VtR Rp B NR P R B 82,5 4,2 16,3 15,6 1,8 664,6 0,30 13,4 1,30 

63Cu Española roja OR Española VtR I B NR P R B 122,7 4,5 13,0 16,8 1,6 1011,2 0,18 8,7 0,97 

 CLASE I ESPAÑOLA        109,3 4,4 14,1 16,3 1,7 1173,9 0,20 10,1 1,30 

14Cu Piña blanca OC Pernambuco Vcl R Pi VA M Rd B 102,8 1,8 9,6 19,8 1,1 959,8 0,09 17,8 1,71 

60Cu Cubana del Caney OR Pernambuco V R Pi VA M Rd B 90,5 2,7 12,0 14,7 1,3 971,8 0,16 16,5 1,20 

 CLASE II PERNAMBUCO        96,6 2,2 10,8 17,2 1,2 965,8 0,12 17,1 1,45 

2Cu Champaka BG Cayena VtR C Ci AN PP H A 108,0 5,2 15,0 20,0 1,3 1677,6 0,11 17,4 1,52 

6Cu Baron de Rothschilt OR Cayena Rz Es Ci AN PP H A 99,5 4,1 20,6 19,8 2,6 831,9 0,27 12,4 1,90 

21Cu Cayena lisa serrana C Cayena VtR C Ci AN PP H A 95,7 4,0 16,5 20,5 1,8 719,7 0,30 14,8 1,80 

24Cu Cayena de Hawaii BG Cayena V C Ci AN PP H A 90,0 4,3 20,0 16,8 1,6 800,4 0,25 12,8 1,70 

42Cu Mocaena O Cayena V C Ci AN PP H A 97,2 3,8 12,3 14,7 2 776,2 0,17 15,2 2,30 

 CLASE III CAYENA        98,1 4,3 16,9 18,4 1,9 961,2 0,20 14,5 1,80 
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3.5.1.2. Validación de la propuesta de colección núcleo 

- Comprobación de la selección adecuada de las accesiones, con los marcadores 
moleculares RAPD y SSR 

Los criterios morfoagronómicos y moleculares permitieron agrupar correctamente a las 
accesiones de ambas colecciones, estas siguieron una adecuada distribución y contaron con la 
presencia de más de una accesión de cada grupo horticultural. Este resultado se corresponde 
con los obtenidos por van Hintum et al. (2003), quienes sugirieron que en las colecciones núcleo 
se deben incluir todos los grupos de variabilidad, aunque alguno de ellos solo esté integrado por 
uno o dos individuos. Una selección diferencial, que sea proporcional solo al tamaño del grupo 
para tener oportunidad de ser escogido, podría eliminar del núcleo una parte importante de la 
variabilidad, en eso consiste precisamente la selección estratificada. Ello permitió realizar la 
comprobación de la selección apoyado por el estudio genético con los marcadores RAPD y SSR. 

Al analizar el promedio de la distancia genética, en la colección base y en la colección núcleo, de 
los tres grupos horticulturales con los marcadores moleculares RAPD y SSR se pudo apreciar 
(Fig. 16), que para RAPD fue igual a 0,96, tanto para la colección núcleo como para la colección 
base, por lo que todo el fondo genético para este marcador está representado en igual 
proporción entre los grupos horticulturales, no así con el marcador SSR en el cual se evidenció 
una pequeña diferencia entre la CB (0,89) y la CN (0,85). Respecto a la distancia genética de las 
clases la constituida por las accesiones del grupo Cayena fue la más baja con ambos 
marcadores (0,93 en RAPD y 0,80 en SSR).  

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Medias de las distancias genéticas 
obtenidas mediante los marcadores moleculares 
RAPD y SSR de cada grupo horticultural y por 
marcador, en la colección base (CB) y la colección 
núcleo (CN). 

En los grupos horticulturales Pernambuco y Española, con el marcador SSR, se observó una 
discreta disminución de la diversidad genética respecto a la colección base. La selección 
efectuada retuvo gran parte de la diversidad genética de la colección detectada por ambos 
marcadores, en el grupo horticultural Cayena esta variabilidad se maximizó. Las distancias 
genéticas también han sido utilizadas para validar la selección de las colecciones núcleo por 
Puldón et al. (2006), Barrios (2010) y Belaj et al. (2012) en O. sativa, Capsicum spp. y Olea 
europaea L., respectivamente. 
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- Comprobación de la variabilidad retenida en las accesiones seleccionadas en la 
colección núcleo para los atributos morfoagronómicos 

En la Tabla 22 se muestran los valores de retención de los caracteres cuantitativos. Donde la 
máxima retención de los rangos en la colección núcleo para la variabilidad agronómica fue 
efectiva con un valor promedio general de 87%. Los rangos retenidos por grupo de variabilidad 
en el núcleo seleccionado oscilaron entre 58% (clase II) y 94% (clase III). Este bajo valor 
observado en la clase II se explica porque del grupo horticultural Pernambuco solo se 
seleccionaron dos cultivares, parte de la variabilidad agronómica se sacrificó en función de la 
inclusión de variantes moleculares de los otros dos grupos horticulturales, y de esta forma no 
incrementar el tamaño del núcleo. Porcentajes de retención bajos también han sido obtenidos 
por Barrios et al. (2012) al confeccionar clases con tan solo una o dos accesiones en Capsicum 
spp. Esto sugiere que en las clases con menor número de accesiones, se debe hacer una 
selección más minuciosa de las accesiones a incluir en el núcleo, para no afectar el rango de 
retención de variabilidad de los caracteres cuantitativos y así no perder variabilidad  

Tabla 22. Coincidencia de retención de los caracteres cuantitativos mediante el coeficiente Diwan, para las 
accesiones de las clases en la colección base y las accesiones de la colección núcleo. 

 Rango promedio retenido 
en la colección núcleo 

(Coef. Diwan) 

Española Clase I 0,87 

Pernambuco Clase II 0,58 

Cayena Clase III 0,94 

 TOTAL 0,87 

El comportamiento de los caracteres cualitativos fue muy similar entre la colección base y la 
colección núcleo. La coincidencia entre ambas colecciones fue altamente efectiva (Rs=0,98**) 
(significativa al 1% de probabilidad de error). Este resultado indica una correcta representatividad 
en la colección núcleo de estos atributos y una retención casi perfecta de los estados de los 
descriptores morfológicos (Fig. 17). 

En el análisis de la frecuencia de los estados para los siete caracteres cualitativos mediante la 
correlación de Spearman, en las accesiones de la colección base y de la colección núcleo de 
piña, solo dos estuvieron ausentes, el amarillo dorado para el color externo del fruto y el amarillo 
oro para el color de la pulpa, ambos presentes en el mismo cultivar (MD-2). Este cultivar, a pesar 
de tener interés comercial, no se seleccionó por decisión del curador de la colección, ya que no 
hay seguridad de que realmente esté bien identificado, razón por la cual se incluyó en los 
análisis moleculares en aras de despejar esta duda. Las amplificaciones del ADN con ambos 
marcadores, presentaron dificultades, por lo que no se pudo arribar a conclusiones certeras y se 
prefirió conservar la decisión anterior.  
La retención de la variabilidad ha demostrado la efectividad de la selección de las accesiones en 
cuanto a los atributos morfológicos. Valores de retención superiores a 0,90 también han sido 
alcanzados en otras especies por Fundora et al. (2006), de 0,94 en la colección núcleo de A. 
hypogaea, por Fernández (2009) en la colección de Z. mays (0,95) y por Barrios (2010) en la 
colección de Capsicum spp. (0,90). 
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Figura 17. Frecuencia de cada 
una de los estados de los 
caracteres cualitativos 
mediante la correlación de 
Spearman en las accesiones 
de la colección base (CB) y 
colección núcleo (CN) de piña.  
 
 

En cuanto a la procedencia geográfica de la colección núcleo respecto a la colección base hay 
que resaltar que ambas comprenden todas las regiones del país (occidente, centro y oriente) 
(Fig. 18). Además se consideraron las accesiones 
conservadas en el banco de germoplasma que han sido 
introducidos en el país. La zona oriental es la más 
representada, con un 14,6%, como se ha podido 
apreciar en geográfica de la colección núcleo propuesta, 
fue aceptable. Este criterio es muy importante en el 
establecimiento de las colecciones núcleo, por lo que se 
coincide con Del Río y Bamberg (2006); igual prioridad 
en la selección, le confieren Bhattacharjee et al. (2007) 
y Zhang et al. (2012), a la representatividad geográfica 
para englobar la mayor diversidad genética posible. 

Los resultados obtenidos en el establecimiento de la 
colección núcleo demostraron que el muestreo 
estratificado fue efectivo para la selección de la misma. 
Este resultado coincide con lo planteado por Malosetti et 
al. (2000), quienes resaltan la importancia de este 

Figura 18. Porcentaje según la 
procedencia geográfica de la colección 
base (CB) y colección núcleo (CN). 

% 
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método de selección. Estos autores indicaron que la inclusión de la participación del mejorador 
en el proceso de selección hace más efectivo el método, porque estos profesionales agregan 
información de valor que complementa al análisis estadístico, lo que incrementa su utilidad en la 
colección esta región no se encontró variabilidad genética de interés, solo sobresale el cv. 'Piña 
blanca' (14Cu), del grupo horticultural Pernambuco. Este análisis permite afirmar que la 
representatividad núcleo. La efectividad de este método también ha sido demostrada en otras 
especies por Fundora et al. (2006), Castillo et al. (2008), Fernández (2009) y Barrios (2010) con 
excelentes resultados en la creación de colecciones núcleo para Cuba de maní, papa, maíz y 
Capsicum spp., respectivamente. 

3.5.2. Crioconservación del germoplasma 

En la Figura 19 se muestra el porcentaje de supervivencia ante la inmersión en nitrógeno líquido. 
Como se puede observar los ápices del tipo I tuvieron mayor tolerancia (Fig. 19A), con 
diferencias significativas con respecto a los ápices del tipo II (Fig. 19B). Además soportaron los 
niveles de deshidratación al PVS2 tres veces más y hasta los 30 min de exposición. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 19. Supervivencia del ápice ante la inmersión en nitrógeno líquido (A) y posterior a la inmersión en 
nitrógeno líquido (B). 

Cuando se realizó la observación al microscopio óptico también se evidenciaron diferencias 
entre los tipos de ápices utilizados. La Figura 20 muestra la sección longitudinal de los dos tipos 
de ápices, como se puede observar el ápice tipo I (Fig. 20A), consta de tres a cuatro primordios 
foliares, que garantizan cierto grado de protección al meristemo. En la del ápice tipo II (Fig. 20B) 
estaba compuesto por uno o dos primordios foliares, lo que hace que el meristemo quede 
prácticamente descubierto, razón por la cual resultaron ser más susceptibles a los tratamientos 
de deshidratación. 

 

Figura 20. Vista general del material vegetal utilizado en los experimentos de crioconservación. 

Diversos autores aceptan, que para una crioconservación exitosa de los ápices, éstos deben 
consistir en un domo meristemático más uno o dos primordios foliares con un tamaño de 0,5-2 
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mm de longitud, dependiendo de las especies (Panis, 2008). Sin embargo, se recomienda, que 
es necesaria una selección apropiada del tamaño y el estado de desarrollo del material inicial 
como factor esencial para alcanzar altas tasas de recuperación después del calentamiento (de 
los Ángeles et al., 2011). Por lo anterior, se seleccionaron los ápices de tipo I para continuar en 
la estrategia criogénica en los siguientes experimentos. 

En contraste con los resultados de tolerancia obtenidos anteriormente solo se observó un 5,3% 
de supervivencia para los ápices del tipo I cuando a los 25 min se deshidrataron por la solución 
vitrificadora PVS2 y se enfriaron en nitrógeno líquido. Al realizar la evaluación de la coloración 
del tejido se observó que en la totalidad de los casos si éstos se mantenían verde intenso, 
podían recrecer a los 45 días de evaluación. Sin embargo, si cambiaban de coloración verde 
hacia amarilla-pálida no podían crecer, y por lo tanto morían. 

Por otro lado, y para comparar el comportamiento de los ápices seleccionados en las Figuras 21 
y 22 se muestra la histología realizada a ápices de tipo I sin tratamientos crioprotectores (tiempo 
0) antes Fig. 21A y B) y después (Fig. 22A y B) de la inmersión en nitrógeno líquido. Los 
explantes estuvieron formados por el domo meristemático o meristemo apical (Fig. 21A y 22A) y 
una zona subapical de células parenquimáticas (Fig. 21B y 22B). 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
Figura 21. Microfotografías de los ápices del brote en la variedad MD2 sin tratamientos crioprotectores, 
antes de la inmersión en nitrógeno líquido. 

 

 

Figura 22. Microfotografía en ápices vegetativos de la variedad MD2 sin tratamientos crioprotectores, 
después de la inmersión en nitrógeno líquido. 

La histología de los ápices sin tratamientos crioprotectores antes de la inmersión en nitrógeno 
líquido mostró que las células de la zona subapical o células parenquimáticas (Fig. 22B), se 
presentan más grandes con paredes celulares más o menos engrosadas, vacuolas más grandes 
en comparación con la zona meristemática. No existe una clara definición en cuanto a la 
formación del meristemo en fila (rib meristem) como se observa claramente en plantas adultas 
desarrolladas ex vitro. Por su parte, en la histología de los ápices sin tratamientos crioprotectores 
después de la inmersión en nitrógeno líquido, se observó que en la zona apical (Fig. 22A) existió 
heterogeneidad celular, donde algunas células conservaron sus características meristemáticas, 
en el caso de los estratos celulares correspondiente a las células más jóvenes del domo 
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meristemático, se observaron células necróticas, células meristemáticas con paredes celulares 
anormalmente engrosadas y con pequeñas vacuolas o espacios eriplamáticos, además las 
capas de la túnica se mostraron multiseriadas. Mientras que en la zona parenquimática 
subapical (Fig. 22B), las células estuvieron más vacuoladas, algunas fueron dañadas, mostrando 
zonas de ruptura celular, con restos de paredes celulares y contenido núcleo plasmático 
disperso. Nótese la presencia de células parenquimáticas con paredes celulares muy 
engrosadas y núcleo adosado. Finalmente se observó que existió un número de células con el 
citoplasma contraído en la pared celular.  

Estos resultados son semejantes a los obtenidos por Turner et al. (2001) en meristemos de 
Musa spp., donde en los meristemático no enfriados las células mantenían forma más o menos 
regular y no se distinguían vacuolas en su citoplasma. Sin embargo, después de congelar las 
muestras por debajo de -30°C, observaron que a medida que las células eran menos 
meristemáticas existía un incremento en número y tamaño de las vacuolas presentes en estas. 

Como era esperado para una concentración de sacarosa de 0,3 mol.L-1 se alcanzaron los 
mejores niveles de supervivencia para los ápices posterior a la inmersión en nitrógeno líquido y 
al calentamiento (Fig. 23B). Por lo tanto, esta concentración de sacarosa se seleccionó para 
continuar la experimentación. Los resultados de diferentes grupos de investigación son variados 
en el sentido de estandarizar concentraciones apropiadas de sacarosa durante la crioprotección. 
Para cada material a crioconservar debe encontrarse la concentración adecuada ya que esta 
varía según la especie o explante (Berjak et al., 2010; Turner et al., 2001). 

 

Figura 23. Efecto del tiempo de deshidratación en PVS2 en la supervivencia de los ápices (según el 
precultivo en sacarosa). 
 

Cuando se emplea sacarosa se debe determinar la concentración adecuada que toleran las 
células antes de iniciar el proceso de crioconservación, basado en dos aspectos fundamentales, 
la deshidratación osmótica y la toxicidad a las células. Los resultados más importantes de este 
experimento fue la seleccionó de la concentración de sacarosa de 0,3 mol.L-1 para continuar la 
experimentación.  

En la Figura 24 se observó que los niveles de tolerancia a la deshidratación por la solución PVS2 
se incrementaron notablemente al emplear los tratamientos de la solución de carga hasta 180 
min (Fig. 24A). Por su parte, los niveles de supervivencia a la crioconservación también se 
elevaron hasta un 40%, con diferencias significativas a los 150 min de deshidratación en PVS2 a 
favor de la mezcla crioprotectora de sacarosa 0,4 mol.L-1 y glicerol 2 mol.L-1 (Fig. 24B), por lo 
que ésta última será la solución de carga que se empleará en los siguientes experimentos. Sin 
embargo, se evidenció que no fue posible obtener un incremento en la supervivencia de los 
ápices aunque se utilice un mayor tiempo de incubación. Lo anterior coincide con los resultados 
publicados con respecto a la utilización del tiempo de pre-tratamiento en las concentraciones de 
glicerol y sacarosa mediante los procedimientos de vitrificación (Raven y Havens, 2014; 
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Matsumoto et al., 2015). Lo que indica que es el tiempo adecuado para que se activen los 
mecanismos necesarios involucrados en la tolerancia de las células a los diferentes momentos 
estresantes en una estrategia de crioconservación. 

Cuando se determinó el número total de grupos OH por moléculas de las mezclas utilizadas 
(sacarosa +glicerol) para comparar los resultados de supervivencia con diferencias estadísticas 
obtenidos en la Figura 24. Para el caso de la mezcla 0,4 mol.L-1 sacarosa + 2,0 mol.L-1 glicerol 
rinde 55,40 x 1023 grupos OH total por moléculas mientras que la mezcla 0,75 mol.L-1 sacarosa 
+ 1,0 mol.L-1 glicerol rinde 54,19 x 1023 grupos OH total por moléculas. De esta forma es 
evidente el porqué de las diferencias significativas. 

 

Figura 24. Efecto del tiempo de deshidratación en PVS2 en la supervivencia de los ápices (según la 
aplicación de la solución de carga). 

El reordenamiento de los grupos hidroxilo de las moléculas de diferentes azúcares y 
polialcoholes constituye un factor importante para una efectiva crioconservación. En la Figura 25 
se muestran los resultados alcanzados al disminuir la temperatura de aplicación del PVS2. Se 
observó un aumento en el tiempo de tolerancia hasta los 480 min (Fig. 25A) y los máximos 
valores de supervivencia a la crioconservación se incrementaron hasta un 45% a los 420 min de 
exposición al PVS2 (Fig. 25B). Por lo tanto, en la continuación de la estrategia criogénica se 
disminuirá la temperatura hasta 0°C para aplicar el PVS2. 

En la crioconservación de ápices de brotes de especies tropicales Takagi (2000) mejoró la 
supervivencia de Dioscorea alata a la crioconservación desde 47% hasta 91% al disminuir la 
temperatura desde 25°C hasta 0°C durante la deshidratación por PVS2). En la actualidad existen 
evidencias de estudios de Calorimetría Diferencial de Barrido donde varios autores hipotetizan al 
respecto (González y Engelmann, 2015). Los autores plantean que el mecanismo de protección 
del PVS2 no solo está relacionado con la no formación de cristales de hielo, sino que además se 
basa en la restricción de la movilidad molecular y la desorganización de la estructura de los 
cristales de hielo. 

 

Figura 25. Efecto del tiempo de deshidratación en PVS2 en la supervivencia de los ápices (según la 
temperatura de aplicación de la solución vitrificadora). 
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En la Figura 26 se observa que existieron claras evidencias estadísticas donde la solución 
vitrificadora PVS2 (Fig. 26A) es menos efectiva que la PVS3 (Fig. 26B) para el caso de los 
ápices de piña empleados. Esto se manifiesta en los mayores valores de supervivencia a partir 
de los 180 min de aplicadas las soluciones vitrificadoras durante la deshidratación de los ápices. 
En el caso, de la supervivencia de los ápices crioconservados también los máximos niveles se 
alcanzan con la solución vitrificadora PVS3. Lo anterior pudiera tener su explicación en que la 
solución PVS2 utiliza al compuesto químico dimetilsulfóxido que debe ser muy bien investigado 
su empleo porque tiene efectos fisiológicos y mutagénicos negativos para algunos materiales 
vegetales. Los resultados negativos de tolerancia coinciden con lo informado para otros sistemas 
biológicos y está asociado al alto grado de toxicidad del dimetilsulfóxido (Raven y Havens, 2014). 
En las accesiones, se puede apreciar que el material vegetal mantuvo un porcentaje de 
supervivencia entre 6,3 -65%. 

 

Figura 26. Efecto del tiempo de deshidratación en la supervivencia de los ápices (según la solución 
vitrificadora empleada). 

Con relación a lo anterior, en la Tabla 23 se puede apreciar la aplicación de la estrategia 
criogénica a nueve accesiones del banco de germoplasma in vitro, donde se pudo comprobar la 
respuesta variada de los diferentes genotipos en la supervivencia después de la 
crioconservación. El material vegetal durante el proceso de crioconservación puede sufrir varios 
estreses entre los que se encuentran cambios de pH, cambios mecánicos, deshidratación (daños 
osmóticos), daños en la rehidratación, estrés oxidativo y estrés por bajas temperaturas 
(Kaczmarczyk et al., 2012). Los porcentajes de supervivencia alcanzados por los ápices de piña 
crioconservados pudrían estar influenciados por alguno de estos estreses. 

Tabla 23. Porcentaje de supervivencia de nueve accesiones de piña al aplicar el procedimiento por 
vitrificación.  

 
Los resultados antes expuestos donde se ha aplicado la metodología de vitrificación (Fig. 27) 
para crioconservar el banco de germoplasma ha sido efectiva. 
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3.5.1. Experimentos con la utilización de los biorreguladores en el medio de cultivo in vitro 
de los híbridos de piña. 

En este acápite se relacionan un grupo de experimentos que se han puesto en marcha en 
función de disminuir la pérdida de diversidad genética a la que está sometida el germoplasma de 
piña en Cuba mediante la propagación in vitro. 

3.5.3.1. Pectimorf® en las fases de multiplicación y enraizamiento del híbrido de piña 
CBCE-116 

En la Tabla 24 se presentan los resultados de los caracteres evaluados en el híbrido CBCE-116, 
micropropagado con tres concentraciones de Pectimorf®. Como se puede apreciar los valores del 
número de brotes, el coeficiente de multiplicación, la altura de las plantas, el número de hojas y 
la masa fresca producida en los tratamientos con el oligopectato fueron superiores o no 
mostraron diferencias significativas respecto al control, no así para el ancho de las hojas. 

 

 

 

Pre-acondicionamiento Selección de ápices 

Precultivo  

2 días 

Solución de 

carga 

Deshidratación 

(PVS) 
Almacenamiento (NL, 

-196°C) 

Calentamiento 

(Agua, 40°C) 

Solución de descarga 

Destoxificación Recuperación del 

ápice 

Figura 27. Protocolo de crioconservación para ápices de piña mediante un procedimiento de 
vitrificación. Donde, NL: nitrógeno líquido; PVS: del inglés “plant vitrification solution”. 



Propuesta a Premio Academia de Ciencias de Cuba 

68 

 

Tabla 24. Resultado de los tratamientos con Pectimorf en la fase de multiplicación in vitro del híbrido de 
piña CBCE-116. 

Tratamientos 
Número 
de brotes 

Coeficiente 
Multipli- 

cación 

Altura de 
la planta 
(cm)  

Número 
de hojas 

 

Ancho de 
las hojas 

(cm) 

Masa 
Fresca 

(g) 

Masa Seca 

(g) 

Control 8,50 b 4,13 bcd 3,33 bcd 4,25 d 0,36 ab 0,44 d 0,017 c 

T1 

A 12,25 ab 3,88 cd 5,39 a 8,25 ab 0,39 ab 0,59 bc 0,019 c 

B 12,63 ab 4,38 abcd 2,93 d 5,75 c 0,45 a 0,46 d 0,019 c 

C 14,25 a 6,38 ab 4,00 bcd 9,50 a 0,41ab 0,61 abc 0,023 c 

T2 

A 14,25 a 4,88 abcd 3,98 bcd 5,25 cd 0,41 ab 0,70 a 0,032 abc 

B 14,13 a 5,88 abc 3,99 bcd 5,00 cd 0,39 ab 0,42 d 0,026 bc 

C 16,75 a 6,13 abc 4,43 abc 9,13 ab 0,34 b 0,52 cd 0,017 c 

T3 

A 17,25 a 5,50 abcd 4,49 abc 8,38 ab 0,39 ab 0,63 ab 0,027 bc 

B 14,88 a 6,63 a 4,80 ab 9,00 ab 0,39 ab 0,63 ab 0,033abc 

C 12,88 ab 5,00 abcd 3,24cd 5,00 cd 0,39 ab 0,62 abc 0,022 c 

T4 
A 8,75 b 3,50 d 4,59 ab 8,13 b 0,35 b 0,65 ab 0,042 ab 

C 11,75 ab 5,13 abcd 3,55 bcd 8,25 ab 0,38 ab 0,59 bc 0,0 44 a 

S x  0,05 0,03 0,10 0,03 0,006 0,01 0,001 

CV(%) 15,23 13,70 25,5 13,34 16, 20 19,37 50,41 

Medias con letras comunes no difieren estadísticamente para Tukey con p0.05 

Los valores alcanzados en la variable número de brotes por planta, 10 de los tratamientos 
tuvieron diferencias significativas con valores superiores a los 11 brotes, solo el control (ANA 0,3 
mg.L-1 + 6BAP 2,1 mg.L-1) y el T4A (ANA 0,3 mg.L-1+ 6BAP 0,5 mg.L-1 + Pectimorf 1 mg.L-1), 
alcanzaron resultados por debajo. Es de destacar que los tratamientos T1 (A, B y C) con 
concentraciones de Pectimorf de 1; 5; y 10 mg.L-1 respectivamente y sin los reguladores del 
crecimiento 6BAP y ANA, tuvieron respuesta favorable, donde el T1C difiere significativamente 
del control y el resto supera al mismo, esto es un resultado positivo, ya que con solo el 
biorregulador se manifiesta un incremento de los brotes, lo que garantiza mayor número de 
individuos. 

En el coeficiente de multiplicación el tratamiento T3B (ANA 0,3 mg.L-1+ 6BAP 1 mg.L-1 + 
Pectimorf 5 mg.L-1) mostró diferencias respecto al control, con el mayor valor (6,63), se deben 
resaltar los tratamientos T1 (A, B y C). Estos resultados corroboran el efecto positivo del 
biorregulador en la variable que, al igual que el anterior, es de importancia para la fase de 
multiplicación.  

Los resultados alcanzados en el número de brotes por planta y coeficiente de multiplicación 
fueron similares a los obtenidos por Lara et al (2004) los cuales alcanzaron efecto positivo del 
oligopectato sobre la propagación in vitro de los segmentos de escamas de lirio, donde la dosis 
de 10 mg.L-1 favoreció la regeneración en plantas, al formar mayor número de bulbos y hojas. 
Los altos valores en el incremento del número de brotes coinciden con los obtenidos por 
Izquierdo et al. (1996), quienes lograron incremento del número de yemas de ajo al emplear el 
biorregulador suplementado con ANA. 

En la altura de las plantas, solo el tratamiento T1A (Pectimorf a 1 mg.L-1) mostró diferencias 
significativas del control, y seis de los restantes tratamientos tuvieron altura superior a los 4,0 
cm. En este caso, las variantes con Pectimorf solo en el medio de cultivo se comportaron poco 
uniformes donde: T1A con mejor valor (5,39 cm), T1B (solo Pectimorf a 5 mg.L-1) el más bajo 
(2,93 cm) y T3C (Pectimorf a 10 mg.L-1) similar al resto (4,0 cm).  
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En el número de hojas, seis tratamientos superaron al control con valores por encima de las 
ocho hojas, y difirieron significativamente del resto de los tratamientos, donde se destacó el T1C 
(10 mg.L-1 Pectimorf). También se pudo apreciar la favorable respuesta de las plantas in vitro en 
el medio de cultivo sin los reguladores del crecimiento y con solo Pectimorf a concentraciones de 
1 y 5 mg.L-1 (T1 A y B) los cuales superaron al control. Sin embargo, en el ancho de las hojas, 
ningún tratamiento difirió del control, aunque el T1B (5 mg.L-1 Pectimorf) presentó el mayor valor 
para este carácter (0,45 cm), así como también las demás variantes solo con Pectimorf 
estuvieron por encima del control. 

La masa fresca fue superior al control en diez tratamientos, donde se destacó con 0,7 g el T2A 
(ANA 0,3 mg.L-1+ 6BAP 2,1 mg.L-1 + Pectimorf 5 mg.L-1). En la masa seca los tratamientos T4 A 
y B (ANA 0,3 mg.L-1+ 6BAP 0,5 mg.L-1 + Pectimorf 1 y 5 mg.L-1) fueron mayores respecto al 
control, no así para el resto. Solo cuatro tratamientos tuvieron valores por encima de los 0,03 g. 
Las variantes sin los reguladores del crecimiento no mostraron diferencias significativas respecto 
al control. El incremento de biomasa obtenida se corresponde con la de otros cultivos al utilizar 
este bioproducto en arroz, Anturium, mandarina y violeta africana por González y Ramírez 
(1999); Montes (2002); Hernández (2003); Suárez y González (2004), respectivamente. 

Es de resaltar que al utilizar solo Pectimorf a concentraciones de 1; 5 y 10 mg.L-1 (T1 A; B y C) 
en el medio de cultivo para la fase de multiplicación las plantas in vitro tuvieron una respuesta 
diferencial en casi todas las variables evaluadas, con valores superiores al control. En los 
caracteres estudiados el tratamiento T3B (ANA 0,3 mg.L-1+ 6BAP 1 mg.L-1 + Pectimorf 5 mg.L-1) 
fue el que mejor comportamiento tuvo. 

Los resultados aquí expuestos se corresponden con los obtenidos por diferentes autores en 
otros cultivos de interés económico: en tabaco (Nicotiana tabacum L.) González et al. (2002a), 
en plátano (Musa sp.) González et al. (2002b) y en papa (Solanum tuberosum L.) Hidrobo, 
(2002), plantearon el efecto positivo del Pectimorf sobre la morfogénesis in vitro con la 
sustitución de reguladores del crecimiento por biorreguladores, como por ejemplo para el número 
de brotes y coeficiente de multiplicación.  

El aumento experimentado en las dimensiones de la plántulas y de las hojas, en el número de 
brotes y el coeficiente de multiplicación, con el empleo del oligopectato como sustituto de 
citoquininas, también lo han observado Moré y González (2001) quienes plantearon que esto 
podría deberse a la movilización de las citoquininas endógenas producidas por el biorregulador. 
Por otra parte González et al (2002c), informaron que el efecto del Pectimorf puede considerarse 
de tipo citoquinina, lo que sugiere su utilidad en la fase de multiplicación, la cual se caracteriza 
por incrementar el número de hojas. 

Las diferentes concentraciones del Pectimorf provocaron un efecto positivo sobre los caracteres 
morfológicos del híbrido de piña. Resultado similar al de Cabrera et al. (2000) quienes obtuvieron 
buenos resultados en la fase de multiplicación en caña de azúcar al sustituir hasta el 75% de las 
concentraciones de 6-BAP por el oligopectato. 

En el ACP con los datos de la fase de multiplicación del híbrido de piña CBCE-116 (Tabla 25), se 
aprecia que las tres componentes principales permitieron extraer el 75,67% de la variabilidad 
total. La primera componente extrajo el 35,01%, la segunda componente el 24,8% y la tercera 
componente el 15,78%. Los caracteres que más aportaron a la variabilidad fueron el número de 
brotes, el coeficiente de multiplicación, el número y ancho de ancho de las hojas y la altura de la 
planta. 
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Tabla 25. Resultados del análisis de componentes principales para las variables evaluadas en la fase de 
multiplicación del híbrido de piña CBCE- 116. 

COMPONENTES PRINCIPALES CI CII CIII 

Valor propio del vector 2,451 1,741 1,105 

% de varianza 35,02 24,87 15,78 

% de varianza acumulada 35,02 59,89 75,68 

V
A

R
IA

B
L

E
S

 

Número de brotes 0,554 0,788 0,038 

Coeficiente de multiplicación  0,425 0,764 0,171 

Altura de la planta -0,723 0,441 -0,229 

Número de hojas -0,721 0,510 -0,025 

Ancho hojas 0,394 -0,106 0,763 

Masa fresca -0,578 0,222 0,465 

Masa seca 0,658 0,145 -0,471 

En la representación gráfica del análisis de componentes principales efectuado con los 
componentes I y II y los componentes II y III respectivamente (Fig. 28.), también se puedo 
apreciar que los tratamientos T1B (Pectimorf 5 mg.L-1 y sin los reguladores del crecimiento) y 
T3B (ANA 0,3 mg.L-1 + 6BAP 1 mg.L-1 + Pectimorf 5 mg.L-1), mostraron diferencias importantes 
con respecto al control sobre todo el T3B que se destacó en todas las variables. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Representación gráfica del ACP de la fase de multiplicación del híbrido CBCE-116. 

Al considerar de conjunto los resultados del experimento se recomienda 
utilizar los tratamientos T1B (Pectimorf 5 mg.L-1 y sin los reguladores del 
crecimiento) y T3B (ANA 0,3 mg.L-1 + 6BAP 1 mg.L-1 + Pectimorf 5 mg.L-1) 
los cuales tuvieron efecto positivo en los indicadores morfofisiológicos de 
las plantas in vitro lo que permitirá ventajas económicas y químicas. 
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En la Tabla 26 se puede observar los valores superiores o iguales al control que tuvieron los 
tratamientos con Pectimorf respecto al control en las diferentes variables estudiadas en la fase 
de enraizamiento. Como se puede apreciar excepto en la altura de la planta el control tuvo 
valores inferiores a los alcanzados en la mayoría de los tratamientos. 

Tabla 26. Resultado de los tratamientos con Pectimorf en la fase de enraizamiento in vitro del híbrido de 
piña CBCE-116. 

 

Tratamientos 
Altura de 
la planta 

(cm) 

Número 
de hojas 

 

Longitud  

de hojas  

(cm) 

Ancho de 
hojas 

(cm) 

Número 
de raíces 

 

Longitud 
de raíces 

(cm) 

Masa 
fresca 

(g) 

Masa 
seca 

(g) 

Control  11,2 ab 16,6 c 9,90 bc 0,74 bc 1,00 c 1,0 b 1,70 bc 0,16 c 

 

T1 

A 13,0 a 18,4 ab 11,70 a 0,88 a 2,20 a 1,7 a 3,02 a 0,27 a 

B 10,2 bc 20,8 ab 9,18 bcd 0,68 cd 1,53 b 1,7 a 1,90 bc 0,16 c 

C 10,1 bcd 22,2 a 9,20 bcd 0,74bcd 1,76 ab 1,2 ab 2,40 abc 0,19 bc 

 

T2 

A 11,6 ab 18,8 ab 10,50 ab 0,82 ab 1,57 b 1,3 ab 3,26 a 0,22 b 

B 9,2 cd 21,0 ab 8,60 cd 0,65 d 1,53 b 1,7 a 1,60 c 0,17 c 

C 8,1 d 19,4 ab 7,60 d 0,66 cd 1,00 c 1,0 b 2,00 bc 0,17 c 

S x  0,29 0,068 0,24 0,016 0,07 0,16 0,12 0,006 

CV(%) 16,80 9,19 14,94 12,97 30,00 38,00 30,00 20,00 

Medias con letras comunes no difieren estadísticamente para Tukey con p0.05 

En la variable altura de las plantas, excepto los tratamientos T1A (1 mg.L-1 Pectimorf sin 6BAP + 
1 mg.L-1 GA3) y el T2A (1 mg.L-1 Pectimorf + 0,5 mg.L-1 6BAP y sin GA3) el resto mostró valores 
inferiores al control (11,2 cm). Esto demuestra que el Pectimorf, en combinación con uno de los 
reguladores del crecimiento, favorece el crecimiento de las plantas. Iguales tratamientos tuvieron 
para la longitud y ancho de las hojas diferencias significativas respecto al control y al resto de los 
tratamientos.  

Es interesante destacar la influencia del oligopectato en la variable número de raíces, cinco de 
los seis tratamientos superaron al control, pero el T1A (1 mg.L-1 de Pectimorf + 1 mg.L-1 GA3 y sin 
6 BAP) fue el único que tuvo diferencias significativas respecto al control y al resto de los 
tratamientos. Sin embargo, en cuanto a la longitud de las raíces hubo uniformidad entre los 
tratamientos, solo el control y el tratamiento T2A (0,5 mg.L-1 6 BAP + 1 mg.L-1 Pectimorf y sin 
GA3) tuvieron valores inferiores al resto (1,2 cm). 

En la masa fresca los tratamientos T1A (1 mg.L-1 de Pectimorf + 1 mg.L-1 GA3 y sin 6 BAP) y T2A 
(0,5 mg.L-1 6 BAP + 1 mg.L-1 Pectimorf y sin GA3) presentaron diferencias significativas, estos 
valores casi duplican al mismo y al resto de los tratamientos. En la masa seca solo el tratamiento 
T1A volvió a tener diferencias significativas con respecto al control y a los restantes tratamientos, 
y al igual que en la masa fresca llegó casi a duplicar sus valores. 

Al analizar integralmente las variables evaluadas se destacaron los tratamientos T1A y T2A, 
sobretodo el primero. La buena respuesta de las plantas a estos tratamientos garantizó, en gran 
medida, su adecuada aclimatización y la disminución de la mortalidad. El efecto positivo obtenido 
por el Pectimorf en la fase de enraizamiento también ha sido demostrado en diferentes cultivos 
tanto en condiciones in vitro como ex vitro. En la micropropagación de plátano Rodríguez (1999) 
y Pinzón (2004) han utilizado el oligopectato solo o combinado con el regulador del crecimiento 
tradicional AIA con resultados positivos; así como en ajo (Allium sativum L.) por Izquierdo et al. 
(2002). En la propagación ex vito han obtenido buenos resultados Ramírez et al. (2002) en 
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esquejes de guayaba (P. guajava) y Dominí y Benítez (2002) y Vázquez (2004) en plantas de 
ficus (Ficus benjamina L.). 

La capacidad del Pectimorf para inducir y desarrollar el enraizamiento, estimular el crecimiento 
de los callos, catalizar la degradación celular de los callos cuando se desea obtener 
suspensiones celulares e incrementar de forma notable el desarrollo, vigor y los índices de 
supervivencia de las plantas in vitro de los diferentes cultivos lo validan según Hernández (2003) 
y González et al. (2004) como una alternativa promisoria en la biotecnología vegetal cubana. 
Esto se pudo apreciar en los resultados de la fase de enraizamiento del híbrido de piña CBCE-
116, donde exceptuando la altura de la planta, en el resto de las variables los tratamientos 
superaron al control.  

En la Tabla 27 se muestran los resultados del ACP donde se aprecia que las dos primeras 
componentes permitieron explicar el 89,82% de la variabilidad total presente en los tratamientos 
estudiados. La componente I extrajo el 67,68% de la variabilidad y la componente dos el 22,14%. 
Las variables que más aportaron a la variabilidad fueron la altura de la planta, la longitud y el 
ancho de las hojas y la longitud de las raíces. 

Tabla 27. Resultados del análisis de componentes principales para las variables evaluadas en la 
fase de enraizamiento del híbrido de piña CBCE- 116.  

Componentes principales CI CII 

Valor propio del vector 4,74 1,55 

% de varianza 67,70 22,12 

% de varianza acumulada 67,70 89,82 

V
a

ri
a
b

le
s
 

Altura de la planta 0,970 0,016 

Número de hojas -0,777 0,390 

Longitud hojas 0,987 0,049 

Ancho de las hojas 0,931 -0,258 

Número de raíces 0,710 0,623 

Longitud raíces 0,346 0,912 

Masa fresca 0,853 -0,328 

En la representación gráfica (Fig. 29) del ACP efectuado con las componentes I y II, se 
corroboran los resultados obtenidos donde el tratamiento T1A (1 mg.L-1 GA3 + 1 mg.L-1 Pectimorf 
sin 6 BAP) fue el que mostró mejores resultados respecto al control y al resto de los 
tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Representación gráfica del ACP de los tratamientos 
en la fase de enraizamiento del híbrido CBCE-116. 
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Al considerar de conjunto los resultados del experimento se pudo apreciar que 
el Pectimorf a una concentración de 1 mg.L-1 sin 6 BAP y con 1 mg.L-1GA3 
(tratamiento T1A) tuvo efecto positivo en los indicadores morfofisiológicos de 
la fase de enraizamiento in vitro. 

3.5.3.1. Utilización del Biobras-16 en la fase de multiplicación del híbrido 
CBCE-74 

En la Tabla 28 se muestran los resultados del comportamiento de las variables 
estudiadas al aplicar BB-16 en la fase de multiplicación del híbrido CBCE-74. Como se puede 
apreciar excepto el tratamiento T3B y en la variable número de brotes la mayoría de los 
tratamientos a las concentraciones de BB-16 (0,01 y 0,05 mg.L-1) como complemento de los 
reguladores ANA y 6BAP, superaron al control.  

Tabla 28. Comportamiento de las variables evaluadas en los tratamientos con BB-16 en la fase de 
multiplicación in vitro del híbrido de piña CBCE-74. 

TRATAMIENTOS 
Número de 

brotes 

Coeficiente 
Multipli- 

cación 

Altura de 
la planta 

(cm) 

Número 
de hojas 

Ancho de las 
hojas (cm) 

Masa 
fresca 

(cm) 

Masa 
seca 

(cm) 

CONTROL 12,75 abc 6,13 c 2,34 g 7,88 de 0,36 bcde 0,44 ef 0,017de 

 

T1 

A 16, 50 ab 11,00ab 4,25 cd 12,25 a 0,45 a 0,45 dfe 0,017 de 

B 16,75 a 8,88 b 4,0 cd 9,38 bcd 0,41 abc 0,74 bc 0,026 cd 

 

T2 

A 14,88 abc 8,88 b 3,88 cd 9,5 abcd 0,45 a 0,38 e 0,015 e 

B 14,38 abc 10,25 ab 2,81fg 7,25 de 0,34 cde 0,97 a 0,05 a 

 

T3 

A 17,88 a 10,88 ab 4,13 cd 9,63 abcd 0,4 abcd 0,47 dfe 0,016 de 

B 9,88 c 5,13 c 2,24 g 6,88 e 0,3 e 0,43 ef 0,015 e 

 

T4 

A 15,88 ab 10,13 ab 5,66 b 11,13 abc 0,43 ab 0,61 cd 0,019 de 

B 15,88 ab 9,88 b 3,81 cde 8,13 de 0,39 abcd 0,57 de 0,034 bc 

 

T5 

A 16,00 ab 9,38 b 3,44 def 11,5 ab 0,39 abcd 0,58 cde 0,022 de 

B 14,5 abc 10,75 ab 4,45 c 8,5 cde 0,33 de 0,88 ab 0,043 ab 

 

T6 

A 11,0 bc 8,88 b 5,74 b 9,75 abcd 0,36 bcde 0,95 a 0,045 a 

B 14,38 abc 11,08 ab 6,79 a 11,75 ab 0,46 a 0,97 a 0,048 a 

S x  0,04 0,03 0,12 0,03 0,006 0,02 0,001 

CV (%) 12,56 11,08 31,47 10,76 16,79 36,6 40,09 

Medias con letras comunes no difieren estadísticamente para Tukey con p0.05 

En la variable número de brotes, los tratamientos no mostraron diferencias significativas del 
control. Los tratamientos T3B y T6A fueron los únicos con diferencias significativas respecto a 
otros tratamientos y los que tuvieron valores muy inferiores al resto. 

En el coeficiente de multiplicación seis tratamientos difieren significativamente del control, sus 
valores lo llegan casi a duplicar. Las variantes con solo BB-16 en los medios se comportaron por 
encima del control, lo que muestra la acción de este análogo de brasinoesteroide como 
biorregulador. Estas variables, según plantean Escalona et al. (1999) son características que 
nunca se pueden combinar en los procedimientos clásicos del cultivo en medio líquido, en 
nuestra variante experimental se obtuvieron excelentes resultados número de brotes. 

En la altura de la planta, el tratamiento T6B (0,05 mg.L-1 BB-16) fue el mejor este mostró no solo 
diferencias significativas respecto al control sino que también superó al resto de los tratamientos. 
Por otra parte es importante resaltar que en este carácter resulta interesante el comportamiento 
de las plantas a la aplicación del BB-16 a 0,01 y 0,05 mg.L-1, en ambas tuvieron los mejores 
valores de altura. El efecto favorable obtenido con la aplicación del BB-16 en la fase de 
multiplicación, fue similar a los observados por Soto et al. (1997) en plántulas de cafeto, los 
cuales lograron un incremento en su altura, al utilizar dos momentos de aplicación del 
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brasoinoesteroide. También es de destacar que siete tratamientos alcanzaron alturas en las 
plantas superiores a los 4,0 cm, resultado que se corresponde con lo informado por Daquinta 
(1998) quien plantea que en el cultivo in vitro de piña las plantas que alcanzan esta alturas son 
las aptas para pasar a la fase de enraizamiento.  

En el número de hojas solo cuatro tratamientos tuvieron diferencias significativas respecto al 
control. En esta variable se destacó el T1A (0,3 mg.L-1 ANA +1 mg.L-1 6BAP + 0,05 mg.L-1 BB-16) 
y al igual que en la anterior variable los tratamientos que solo tenían BB-16 mostraron una 
respuesta superior al control. En esta fase el número de hojas es muy importante ya que permite 
la formación de nuevos brotes, según Daquinta (1998) por cada hoja generalmente hay una 
yema axilar lo que favorece su multiplicación. Visto de este modo se puede afirmar que para el 
caso de la piña el BB-16 establece un sinergismo con la citoquinina 6BAP, que ha hecho posible 
obtener buenos resultados en esta variable y se muestran los mejores valores, con la 
concentración de 0,01 mg.L-1 del biorregulador. 

En el ancho de la hoja, tres tratamientos alcanzaron valores superiores a los 0,45 cm, 
destacándose T6B (BB-16 a 0,05 mg.L-1). Como se puede apreciar, al igual que en la variable 
anterior, los tratamientos que contenían BB-16 a una concentración de 0,01 mg.L-1 presentaron 
resultados favorables.  

En la masa fresca y seca no todos los tratamientos superaron al control, los mejores 
tratamientos fueron T2A, T5B y T6 A y B y de estos sobresalieron los que tenían BB-16 a 0,01 y 
0,05 mg.L-1 y sin reguladores del crecimiento. La estimulación en el incremento de la biomasa 
con el uso de brasinólidos se comportó de igual forma que en cafeto, donde Soto et al. (1997) 
lograron incremento en la masa seca total. 

De forma general el tratamiento T6B (0,05 mg.L-1 BB-16) y sin los reguladores del crecimiento 
mostró un efecto positivo en casi todos los indicadores. También en algunas variables 
evaluadas, las plantas in vitro de piña en los medios suplementados con BB-16 a 1 mg.L-1 

respondieron de forma favorable.  

Estos resultados concuerdan con lo informado con Roque (2005) quien planteó que este 
comportamiento se debe a la acción biorreguladora de la sustancia bioactiva en los procesos de 
división celular para la formación de órganos, al actuar por sí sola o sinérgicamente con los 
reguladores del crecimiento endógenos. También podría deberse a la posible acción 
estimuladora para su síntesis, al regular a su vez enzimas y proteínas, que están relacionadas 
con la síntesis de reguladores del crecimiento endógenos.  

Las diferencias significativas entre los tratamientos podrían estar dadas por los mecanismos de 
acción de estos compuestos, los cuales no están del todo esclarecidos, pero los resultados 
obtenidos en diferentes cultivos, han demostrado según García et al. (2005) un efecto 
estimulador de los brasinoesteroides a concentraciones muy bajas. 

Los resultados satisfactorios obtenidos en los indicadores morfofisiológicos del híbrido de piña 
por las modificaciones en el medio de cultivo de las concentraciones de los reguladores del 
crecimiento, concuerdan con los obtenidos en la morfogénesis in vitro de cultivos de interés con 
el uso del BB-6 en el plátano por Núñez (1996), en ajo por Izquierdo et al. (1996) y en caña de 
azúcar por Benítez (1998). 

En la Tabla 29 se pueden apreciar los resultados del ACP para la fase de multiplicación con el 
uso del BB-16. La variabilidad total se explicó con 79,22% en dos componentes, la primera 
extrajo 45,37% de la variabilidad y la segunda 33,85%. Los caracteres que más aportaron a la 
variabilidad fueron el número y ancho de las hojas, el coeficiente de multiplicación y la masa 
fresca y seca. 
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Tabla 29. Resultados del análisis de componentes principales para las variables evaluadas en la fase de 
multiplicación del híbrido de piña CBCE-74. 

Componentes principales CI CII 

Valor propio del vector 4,74 1,55 

% de varianza 67,70 22,12 

% de varianza acumulada 67,70 89,82 

V
A

R
IA

B
L

E
S

 

Coeficiente de multiplicación  0,814 0,188 

Número de brotes 0,722 -0,386 

Altura de la planta 0,703 0,446 

Número de hojas 0,867 -0,147 

Ancho hojas 0,848 -0,318 

Masa fresca 0,152 0,963 

Masa seca 0,066 0,967 

En la representación gráfica (Fig. 30.) del ACP efectuado con las componentes I y II el 
tratamiento T6B (BB-16 a 0,05 mg.L-1) mostró los mejores resultados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Representación gráfica del ACP de los tratamientos de la fase de multiplicación del híbrido 

CBCE-74. 

Al considerar de conjunto los resultados del experimento se pudo apreciar que 
0,05 mg.L-1 de BB –16 sin los reguladores del crecimiento (T6B) tuvo efecto 
positivo en los indicadores morfofisiológicos de la fase de multiplicación del 
híbrido CBCE-74. 

3.5.3.2. Biobras-16 en las fases de multiplicación y enraizamiento del híbrido de piña 
CBCE-74 

En la Tabla 30 se puede observar el comportamiento de las variables evaluadas, donde los 
tratamientos con el análogo de brasinoesteroide BB-16 en el medio, no superan al control y en 
su mayoría difieren por defecto al mismo. 
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Tabla 30. Comportamiento de las variables evaluadas en los tratamientos con BB-16 en la fase de 
enraizamiento in vitro del híbrido de piña CBCE-74. 

 

Tratamientos 

Altura de 
la planta 

(cm) 

Número 
de hojas 

(cm) 

Longitud 
de las 

hojas (cm) 

Ancho 
de hojas 

(cm) 

Número 
de 

raíces 

Longitud 
de raíces 

(cm) 

Masa 
fresca 
(cm) 

Masa 
seca 

(cm) 

Control 13,08 a 5,05 11,66 a 0,88 a 5 a 1,86 a 3,23 a 0,27 a 

T1 
A 11,42 b 4,98 9,62 c 0,74 bc 3,6 b 0,88 bc 2,7 ab 0,19 bc 

B 10,52 c 4,67 9,44 c 0,68 c 1 d 0,0 c 1,85 c 0,16 c 

T2 
A 11,96 b 4,87 10,22 b 0,82 ab 2,4 c 1,76 bc 3,65 a 0,22 b 

B 9,96 c 4,67 9,22 c 0,62 c 1 d 0,0 c 1,51 c 0,17 c 

S x  0,23 N.S 0,18 0,02 0,11 0,18 0,19 0,008 

CV (%) 10,14 7,05 9,33 15,00 34,7 16,91 37,64 21,07 

Medias con letras comunes no difieren estadísticamente para Tukey con p0.05 

En las variables altura de la planta, longitud de la hoja, número y longitud de las raíces y masa 
seca, el control fue el que mostró diferencias significativas con respecto a los tratamientos. Solo 
dos tratamientos tuvieron diferencias significativas pero entre tratamiento, no así con respecto al 
control, en las variables ancho de la hoja (T2A) y masa fresca (T1A y T2A). En el número de 
hojas no hubo diferencias significativas, los valores obtenidos para este carácter fueron similares 
muy similares. 
Se demuestran los resultados negativos del BB-16 en el híbrido de piña. Sobre esta temática se 
han formulado y demostrado diversidad de criterios por ejemplo Rodic (1994) asegura que 
existen evidencias que los brasinoesteroides si estimulan el crecimiento de raíces, sin embargo 
reconoce que se han obtenido resultados negativos en posturas de trigo, frijol, maíz y tomate. 
Por su parte Núñez (1996) afirma que las respuestas de la formación de las raíces son diversas 
y fisiológicamente diferentes a las de los tallos, por lo que deben ser cuidadosamente 
considerados aspectos tales como la formulación, la aplicación y el tiempo necesario de 
exposición. Sin embargo, en plántulas de arroz, García et al. (2005) al tratarlas con el 
brasinoesteroide MH-5 disminuyó de forma significativa el número de raíces, pero en cambio a 
las concentraciones estudiadas incrementó la masa seca y la longitud del sistema radical. 

En la Tabla 31 se muestran los resultados del ACP donde se aprecia que las dos primeras 
componentes permitieron explicar el 97,14% de la variabilidad total presente en los tratamientos 
estudiados. La componente I extrajo el 82,40% de la variabilidad y la componente dos el 14,14%. 
Las variables evaluadas tuvieron una gran contribución en la primera componente.  

Tabla 31. Resultados del análisis de componentes principales para las variables evaluadas en la fase de 
enraizamiento del híbrido de piña CBCE- 74. 

Componentes principales CI CII 

Valor propio del vector 4,94 0,884 

% de varianza 82,40 14,74 

% de varianza acumulada 82,40 97,14 

V
A

R
IA

B
L

E
S

 Altura de la planta 0,981 -0,177 

Longitud de las hojas 0,878 -0,410 

Ancho de las hojas  0,964 -0,230 

Numero de hojas 0,864 0,501 

Número de raíces 0,802 0,595 

Longitud de raíces 0,945 -0,164 
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En la representación gráfica (Fig. 31.) del ACP efectuado con las componentes I y II se puede 
observar que el control fue el que mostró los mejores resultados. .  

 

 

 

 

Figura 31. Representación gráfica del ACP de los 
tratamientos de la fase de enraizamiento del híbrido 
CBCE-74. 

 
Al considerar en conjunto los 

resultados del experimento puede plantearse que BB-16 no tuvo efecto positivo 
en los indicadores morfofisiológicos en la fase de enraizamiento, el control 
superó a los tratamientos. 

3.4.4. Respuesta del híbrido CBCE-116 en la fase de aclimatización 

3.5.4.1. Tipos de sustratos en la fase de aclimatización 

La fase de aclimatización es la etapa de mayores pérdidas en el cultivo de tejido, su éxito 
permite la entrega la mayor cantidad de material a los campesinos lo cual permite la 
recuperación de parte de la diversidad. En los resultados que se muestran a continuación se 
logra una alternativa que garantiza mayor supervivencia en esta etapa. 

En la Tabla 32 se muestran los resultados del porcentaje de la supervivencia del híbrido CBCE-
116, ante la utilización de diferentes sustratos. Los tratamientos Humus de lombriz 100%, 
Cachaza 100% y Humus de lombriz 25% + Cachaza 50% + Zeolita 25% tuvieron el 100% de 
supervivencia en la primera evaluación y siete días después del trasplante, seguido del 
tratamiento Cachaza 75% + Zeolita 25% con 98% de supervivencia, estos cuatro tratamientos no 
mostraron diferencias significativas. El único tratamiento que mantuvo elevado porcentaje de 
supervivencia durante el periodo evaluado de la etapa de aclimatización fue Cachaza 100% y el 
tratamiento de menor supervivencia Humus de lombriz 25% + Cachaza 50% + Zeolita 25  

Tabla 32. Porcentaje de supervivencia de plantas propagadas in vitro del híbrido CBCE-116 días después 
del trasplante  en distintos sustratos. 

 Porcentaje de supervivencia días después del transplante  

Tratamientos 

7 d 21 d 35 d 49 d 63 d 77 d 92 d 

DT DR DT DR DT DR DT DR DT DR DT DR DT DR 

Humus de lombriz 
100% 

2,50 100 a 2,52 94 a 2,55 84 b 2,56 82 b 2,57 80 c 2,57 80 c 2,58 76 d 

Cachaza 
100% 

2,50 100 a 2,52 94 a 2,53 92 a 2,53 90 a 2,53 90 a 2,53 90 a 2,54 88 a 

Cachaza 75% 
+Zeolita 25% 

2,51 98 a 2,55 86 b 2,55 84 b 2,55 84 b 2,55 84 b 2,55 84 b 2,55 84 b 

Cachaza 50% 
+Zeolita 50% 

2,54 88 b 2,56 82 c 2,58 78 c 2,58 78 c 2,58 78 d 2,58 78 d 2,58 78 c 

Humus de lombriz 
25%+Cachaza 

50%+Zeolita 25% 
2,50 100 a 2,56 82 c 2,98 30 d 2,98 30 d 2,97 28 e 2,97 28 e 2,97 28 e 

CV:% 1,06  1,71  6,83  6,76  6,68  6,68  6,62  
Error standar 0,01  0,01  0,04  0,04  0,04  0,04  0,04  

Leyenda: DT: Datos transformados, DR: Datos Reales sin transformar  
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Como se puede apreciar el porcentaje de supervivencia fue disminuyendo al paso de los días, 
aunque los primeros 35 días fue la etapa de mayor mortalidad. Este resultado se corresponde 
con Martínez et al. (1990) quienes plantearon que la mayor mortalidad de las plantas 
procedentes del cultivo in vitro se presenta entre los 14-21 días posterior a la fecha de 
plantación, con valores muy elevados. En esta etapa las plantas de piña poseen la cutícula muy 
fina, el tejido acuífero formado por una sola capa de células y los tricomas poco desarrollados, lo 
que disminuye su adaptabilidad al ambiente, además de proceder de un medio con óptimas 
condiciones. 

Otro elemento a resaltar es el bajo porcentaje de supervivencia en los tratamientos con humus 
de lombriz. Si se tiene en cuenta que el acumulado de las precipitaciones durante el desarrollo 
del experimento fue de 685 mm, nos alerta que en períodos lluviosos utilizar este sustrato 
orgánico es riesgoso pues puede influir negativamente en los resultados esperados. El uso de un 
sustrato con buenas propiedades físicas y mantener un régimen de riego adecuado, son 
elementos importantes a tener en cuenta en la aclimatización de la piña.  

Los resultados obtenidos no se corresponden con los de Barroso (2007) el cual utilizó iguales 
sustratos en la aclimatización de piña y obtuvo que los mejores tratamientos fueron los de 
Humus de Lombriz 100% y Cachaza 50% + Zeolita 50%, lo que podría estar asociado al 
porcentaje de humedad ya que durante el desarrollo de experimento hubo mejor distribución y 
cantidad de precipitaciones. 

El tratamiento Humus de lombriz 25% + Cachaza 50% + Zeolita 25% manifestó una disminución 
del porcentaje de supervivencia a partir de los 35 días por lo que no se incluyó en la evaluación 
del comportamiento de la parte aérea y sistema radical. 

En el primer muestreo se observó que el mayor número de hojas correspondió a los tratamientos 
Cachaza 75% + Zeolita 25% y el de Cachaza 100% sin diferencias significativas entre sí y con 
diferencias con la mayoría de los restantes tratamientos. A partir de las precipitaciones ocurridas 
después del trasplante (Tabla 33), comenzó a manifestarse la aprición de Spodoptera sp., lo que 
ocasionó las pérdidas de gran número de hojas en los tratamientos. Los tratamientos que 
manifestaron mejor comportamiento frente a esta plaga entre los 35 hasta los 77 días fueron: 
Humus de Lombriz 100% y Cachaza 100% (aunque este último no de forma sistemática) con 
mayor número de hojas y diferencias significativas con los restantes tratamientos. 

Tabla 33. Comportamiento del número de hojas activas con diferentes tipos de sustratos en plantas in vitro 
de piña híbrido CBCE-116. 

 NÚMERO DE HOJAS ACTIVAS  

TRATAMIENTOS 
7 d 21 d 35 d 49 d 63 d 77 d 92 d 

DT DT DT DT DT DT DT 

Humus de lombriz 100% 2,56 c 2,99 ab 2,56 a 2,91 a 3,24 a 3,34 a 3,15 c 

Cachaza 100% 2,75 ab 2,91 ab 2,42 b 2,81 b 3,14 b 3,45 a 3,71 a 

Cachaza 75% + Zeolita 25% 2,81 a 2,89 c 2,12 c 2,55 c 2,85 c 3,18 b 3,48 b 

Cachaza 50% + Zeolita 50% 2,68 b 3,03 a 2,02 c 2,43 d 2,79 c 3,11 b 3,40 b 

CV 7,04  6,50 13,16 9,92 8,82 6,89 9,16 

Error standar 0,02  0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03 

*Medias con letras diferentes en columnas difieren significativamente, p < 0.05. 
Leyenda: DT: Datos transformados 

A los 92 días, el tratamiento Cachaza 100% alcanzó el mayor número de hojas, lo que 
demuestra que en tiempos lluviosos este sustrato influye positivamente en mantener un equilibrio 
hídrico adecuado en la planta al permitir un buen drenaje, no ocurriendo de igual manera con el 
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tratamiento Humus de Lombriz 100% que al existir un incremento en las precipitaciones a los 84 
días (Tabla 33) se vio afectado esta variable.  

En cuanto a la hoja D a los 92 días el único tratamiento que difirió de forma significativa de los 
restantes fue Cachaza 100%. Este mostró los mayores valores de las variables evaluadas (Tabla 
34). Al comparar los resultados con los obtenidos por Barroso, (2007), con iguales tratamientos e 
híbrido fueron estos fueron superiores, cuya autor obtuvo 7,14 a 9,86 cm de longitud de la hoja, 
0,84 y 1,02 cm de diámetro del tallo, lo que denota la posible influencia de las precipitaciones. 
También se diferencian de los resultados obtenidos por Villa (2001) al evaluar plantas in vitro del 
cv. Cayena lisa quienes no obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos. 

Tabla 34. Variables evaluadas del híbrido CBCE-116 a los 92 días en la fase de aclimatización en 
diferentes tipos de sustratos. 

TRATAMIENTOS 

Hoja D Diámetro 
del tallo 

(cm) 

Masa (g) 

Longitud 
(cm) 

Ancho 
(cm) 

Fresca Seca 

Humus de lombriz 100% 13,98 d 2,2 b 1,10 b 11, 27 c 0,88 c 

Cachaza 100 % 27,62 a 2,5 a 1,38 a 25,83 a 2,61 a 

Cachaza 75 % + Zeolita 25 % 20,1 b 2,2 b 1,22 b 16,29 b 1,33 b 

Cachaza 50 % + Zeolita 50 % 16,79 c 2,3 b 1,18 b 15,14 bc 1,31 b 

CV:% 18,5 10,8 14,00 17,4 14,4 

Error standar 0,88 0,039 0,03 1,01 0,10 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, p < 0.05. 

En el sistema radical (Tabla 35) los mayores valores del largo máximo y medio, número de 
raíces y masa seca y fresca, con diferencias significativas del resto de los tratamientos, fue 
Cachaza 100%, aunque en el largo máximo y medio de la raíz. Cachaza 75%+ Zeolita 25% no 
mostró diferencias significativas de Cachaza 100%. Estos resultados pueden ser explicado 
mediante lo planteado por Hepton (2002) el cual plantea que el drenaje y la eliminación del agua 
son necesarios para el crecimiento de la piña, ya que el sistema radical es intolerante a los 
suelos mal aireados, y que los suelos ideales deben tener alto contenido de materia orgánica 
con excelente drenaje interno y alto contenido de aire para proveer cantidades óptimas de agua, 
nutrientes y oxígeno a las raíces de las plantas. La baja permeabilidad y escasa aireación de los 
sustratos orgánicos para el crecimiento del sistema radical según Ortiz et al. (1998), son 
características indeseables, que contribuyen a incrementar el porcentaje de mortalidad. 

Tabla 35. Comportamiento las variables evaluadas a los 92 días en la fase de aclimatización de plantas in 
vitro de piña híbrido CBCE-116 en diferentes tipos de sustratos. 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, p < 0.05. 

4.3. Determinación de la norma y momento de riego en la fase de aclimatización 

A. Sustrato: Humus de lombriz 100% 

En la Tabla 36 se muestran los resultados del porcentaje de supervivencia de las plantas con las 
diferentes normas y momentos de riego. Como se puede apreciar excepto T2, T3, T4 los 

TRATAMIENTOS 
Longitud (cm) Número 

raíces 

Masa (g) 

Máxima Media Fresca Seca 

 Humus de lombriz 100%  13,19 c  6,04 c 12,2 c 0,62 c 0,07 b 

Cachaza 100% 16,57 a 8,76 a 18,7 a 2,30 a 0,32 a 

Cachaza 75% + Zeolita 25%  15,99 a  7,91ab  14,9 b 1,52 b 0,09 b 

Cachaza 50% + Zeolita 50%  14,55 b  7,2 abc  14,3 b 1,51 b 0,11 b 

CV:% 21,9 21,7 16,8 17,7 15,2 

Error Estandar 0,52 0,25 0,12 0,11 0,018 
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tratamientos tuvieron porcentajes de supervivencia elevados. Sin embargo a medida que 
pasaron los días solo los tratamientos T1 y T6 mantuvieron elevados porcentajes de 
supervivencia por encima de 98%. 

Tabla 36. Comportamiento del porcentaje de supervivencia con la interacción entre diferentes normas y 
dos momentos de riego en plantas in vitro de piña híbrido CBCE-116. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, p < 0.05. 
Leyenda: md (mañana diario), mda (mañana días alternos), td (tarde diario), tda (tarde días 
alternos) 

Los valores de supervivencia superiores a 90% también son buenos, autores como Agramonte et 
al. (1998) y Yokota et al. (2007) consideran estos valores elevados en esta etapa tan compleja. 
Los tratamientos T3 y T4 fueron los más afectados por Spodoptera sp desde las primeras 
evaluaciones, sin embargo los tratamientos T13 y T14 tuvieron buen comportamiento hasta los 
60 días, a partir de esa fecha también se afectaron.  

En general se observó que la norma de 15 mL tanto en T1 como la fraccionada T6 mostró 
mejores respuestas. Estos resultados no se corresponden con los alcanzados por Bauta (2004) 
que al evaluar los efectos de diferentes normas de riego en plantas in vitro de banano (Musa 
spp. cv. FHIA-18) obtuvo el mejor porcentaje de supervivencia al aplicar como norma de riego 20 
mL fraccionada (10 mL por la mañana + 10 mL por la tarde). 

Cuando las plantas in vitro son trasladadas de condiciones in vitro a ex vitro, aunque estas 
últimas estén controladas, este cambio les provoca una rápida pérdida de agua que afecta su 
contenido hídrico y con ello otros mecanismos bioquímicos y fisiológicos que inciden 
directamente en el crecimiento y desarrollo de las mismas. Esta pérdida puede ser a través de 
los estomas o por la cutícula. Más del 95% de las pérdidas de agua que ocurren en las plántulas, 
solo en la primera hora de su salida al exterior, es mediante la vía cuticular, desbalance hídrico 
que provoca la muerte prematura de las mismas (Preece y Sutter, 1991). 

En cuanto al número de hojas activas (Tabla 37), a partir de los 45 días el momento de riego 
alterno en la mayoría de los tratamientos fue el mejor, independientemente de las normas 

TRATAMIENTOS 
Días 

15 30 45 60 75 90 

T1 

T2 

15 mL md 

15 mL mda 

100,0 a 

94,0 b 

100,0 a 

86,0 d 

100,0 a 

86,0 d 

100,0 a 

80,0 e 

100,0 a 

78,0 e 

100,0 a 

78,0 e 

T3 

T4 

10 mL m + 5 mL td 

10 mL m + 5 mL tda 

80,0 c 

78,0 d 

76,0 e 

76,0 e 

76,0 e 

76,0 e 

76,0 f 

70,0 g 

74,0 f 

70,0 g 

74,0 f 

68,0 g 

T5 

T6 

5 mL m + 10 mL td 

5 mL m + 10 mL tda 

96,0 ab 

98,0 a 

94,0 bc 

98,0 a 

94,0 bc 

96,0 ab 

92,0 c 

96,0 ab 

92,0 b 

98,0 a 

90,0 bc 

98,0 a 

T7 

T8 

20 mL md 

20 mL mda 

96,0 ab 

100,0 a 

92,0 c 

98,0 a 

92,0 c 

98,0 a 

90,0 d 

92,0 cd 

90,0 bc 

92,0 b 

90,0 bc 

92,0 b 

T9 

T10 

10 mL m + 10 mL td 

10 mL m + 10 mL tda 

98,0 a 

98,0 a 

96,0 ab 

98,0 a 

94,0 bc 

98,0 a 

90,0 d 

98,0 a 

90,0 bc 

88,0 cd 

90,0 bc 

88,0 cd 

T11 

T12 

15 mL m + 5 mL td 

15 mL m + 5 mL tda 

100,0 a 

100,0 a 

100,0 a 

100,0 a 

100,0 a 

100,0 a 

94,0 bc 

96,0 ab 

90,0 bc 

92,0 b 

86,0 d 

90,0 bc 

T13 

T14 

5 mL m + 15 mL td 

5 mL m + 15 mL tda 

100,0 a 

100,0 a 

98,0 a 

98,0 a 

98,0 a 

98,0 a 

94,0 bc 

94,0 bc 

74,0 f 

74,0 f 

74,0 f 

74,0 f 

 CV:% 4,47 6,18 6,32 6,96 7,82 7,82 

 Error Estándar 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 
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evaluadas, y que estas fueran únicas o fraccionadas, aspecto que se mantuvo hasta los 90 días 
en que presentó diferencias significativas con los tratamientos con riegos diarios., lo que 
concuerda con la poca exigencias al agua de este cultivo según Peña y Rodríguez (1999), por 
sus características de tener hojas con formas acanaladas, que incrementa su rigidez en relación 
con otras plantas con el mismo espesor. Esto le permite según Py (1969) y Mederos (1988), 
aprovechar las pequeñas cantidades de agua provenientes de lloviznas o del propio rocío, pues 
esta se desplaza hasta ponerse en contacto con las raíces situadas en las axilas de las hojas 
viejas y las ubicadas en el suelo. 

Tabla 37. Comportamiento del número de hojas activas al aplicar diferentes normas y momentos de riego 
en plantas in vitro de piña híbrido CBCE-116.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05. 

Leyenda: md (mañana diario), mda (mañana días alternos), td (tarde diario), tda (tarde días alternos) 

El menor número de hojas activas fue el tratamiento T9, sin diferencias significativas con algunos 
tratamientos en los muestreos realizados a los 30, 45 y 60 días en la norma diaria, pero a partir 
de los 75 días, mostró diferencias significativas con los restantes tratamientos en estudio. Estos 
resultados se corresponden con los de Bauta (2004) quien al evaluar diferentes normas de riego 
en plantas in vitro de banano (Musa spp cv. FHIA – 18) obtuvo la mejor respuesta en el número 
de hojas al aplicar 20 mL de riego fraccionado (10 mL por la mañana + 10 mL por la tarde).  

En la Tabla 38 se muestran los resultados de las variables evaluadas en la hoja. Como se puede 
apreciar los mejores tratamientos para la longitud de la hoja D fueron la mayoría de los 
tratamientos con riego en días alternos, a excepción de los tratamientos T5 y T6 con la norma de 
15 mL que no difirieron entre sí; y el tratamiento T9 fue el de menor valor. No se observó 
respuesta en los tratamientos con respecto el ancho de esta hoja. Los mejores valores en la 
masa de la hoja D en su mayoría se corresponden con los de las hojas de mayor longitud. 

 

 

 

TRATAMIENTOS 
Días 

15 30 45 60 75 90 

T1 

T2 

15 mL md 

15 mL mda 

4,33 n.s 
4,55 n.s 

3,08 bc 
4,42 a 

4,94 ab 
5,83 a 

5,1 b 
6,02 a 

5,24 b 
6,62 a 

5,49 b 
7,12 a 

T3 

T4 

10 mL m + 5 mL td 

10 mL m + 5 mL tda 

4,08 n.s 
4,27 n.s 

3,79 abc 
4,04 a 

3,51 c 
5,49 a 

4,12 bc 
5,83 a 

5,53 b 
6,29 a 

5,94 b 
6,87 a 

T5 

T6 

5 mL m + 10 mL td 

5 mL m + 10 mL tda 

4,52 n.s 
4,71 n.s 

3,01 bc 
4,05 a 

4,01 b 
5,54 a 

4,81 bc 
6,03 a 

5,08 b 
6,52 a 

5,53 b 
7,01 a 

T7 

T8 

20 mL md 

20 mL mda 

4,62 n.s 
4,44 n.s 

4,03 a 
4,04 a 

4,23 bc 
5,64 a 

5,03 b 
6,17 a 

5,53 b 
6,57 a 

5,93 b 
7,92 a 

T9 

T10 

10 mL m + 10 mL td 

10 mL m + 10 mL tda 

4,07 n.s 
4,48 n.s 

2,94 c 
4,08 a 

3,44 c 
5,13 a 

4,14 bc 
5,57 ab 

4,34 c 
6,01 a 

4,60 c 
6,47 ab 

T11 

T12 

15 mL m + 5 mL td 

15 mL m + 5 mL tda 

4,35 n.s 
4,41 n.s 

3,78 abc 
4,09 a 

4,36 bc 
5,25 a 

5,62 ab 
5,72 ab 

5,82 b 
6,18 a 

5,98 b 
7,94 a 

T13 

T14 

5 mL m + 15 mL td 

5 mL m + 15 mL tda 

4,68 n.s 
4,96 n.s 

3,78 abc 
4,64 a 

4,23 bc 
5,99 a 

5,48 b 
6,79 a 

5,93 b 
7,52 a 

6,06 b 
7,99 a 

 CV:% 9,41 13,3 13,4 10,5 7,50 8,79 

 Error Estándar 0,07 0,15 0,15 0,10 0,06 0,08 
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Tabla 38. Variables evaluadas a los 90 días en la fase de aclimatización de las plantas in vitro de piña 
híbrido CBCE-116 en diferentes normas y dos momentos de riego  

TRATAMIENTOS 

Hoja D  Diámetro 
del tallo 

(cm) 

Masa (g) 

Longitud 
(cm) 

Ancho 
(cm) 

Masa 
(g) 

Fresca Seca 

T1 

T2 

15 mL md 

15 mL mda 

11,21 c 
13,85 a 

2,60 n.s 
2,54 n.s 

0,99 bc 
1,84 a 

1,23 bc 
1,32 abc 

9,43 c 
14,85 a 

0,84 c 
1,26 a 

T3 

T4 

10 mL m + 5 mL td 

10 mL m + 5 mL tda 

11,33 bc 
14,11 a 

2,23 n.s 
2,38 n.s 

1,01 b 
1,94 a 

1,14 c 
1,46 a 

9,41 c 
14,34 a 

0,95 c 
1,38 a 

T5 

T6 

5 mL m + 10 mL td 

5 mL m + 10 mL tda 

13,02 ab 
14,27 a 

2,32 n.s 
2,35 n.s 

1,26 ab 
1,98 a 

1,27 abc 
1,32 abc 

12,75 b 
12,27 b 

1,13 b 
1,13 b 

T7 

T8 

20 mL md 

20 mL mda 

11,44 b 
13,97 a 

2,20 n.s 
2,66 n.s 

1,03 b 
1,71 a 

1,24 abc 
1,34 abc 

9,41 c 
11,93 b 

0,89 c 
1,07 b 

T9 

T10 

10 mL m + 10 mL td 

10 mL m + 10 mL tda 

10,73 d 
11,77 b 

2,10 n.s 
2,37 n.s 

0,17 c 
1,08 ab 

1,39 ab 
1,27 abc 

7,44 d 
12,31b 

0,73 d 
1,12 b 

T11 

T12 

15 mL m + 5 mL td 

15 mL m + 5 mL tda 

12,57 b 
14,88 a 

2,33 n.s 
2,35 n.s 

1,18 ab 
1,99 a 

1,27 abc 
1,25 abc 

5,35 e 
10,57 c 

1,14 b 
0,90 c 

T13 

T14 

5 mL m + 15 mL td 

5 mL m + 15 mL tda 

12,02 b 
15,02 a 

2,34 n.s 
2,45 n.s 

1,06 b 
1,97 a 

1,17 bc 
1,26 abc 

10,31 c 
16,33 a 

1,02 b 
0,92 c 

 CV:% 11,28 9,94 12,00 11,90 16,27 16,90 

 Error Estándar 1,88 0,05 0,06 0,02 0,96 0,07 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05. 

Leyenda: md (mañana diario), mda (mañana días alternos), td (tarde diario), tda (tarde días alternos) 

En el diámetro del tallo prácticamente no se observó diferencias significativas entre los 
tratamientos. El único tratamiento que difirió significativamente en los momentos de riego fue el 
T4. Estos resultados son similares a los obtenidos por Bauta (2004) quien al evaluar diferentes 
normas de riego en plantas in vitro de banano (Musa spp cv. FHIA – 18) obtuvo la mejor 
respuesta al aplicar 20 mL de norma de riego fraccionada (10 mL por la mañana + 10 mL por la 
tarde). 

Los tratamientos con mayores valores de la masa seca y fresca de las hojas fueron T2, T4 y 
T14; y T2 y T4, respectivamente, con diferencias significativas con sus homólogos diarios. Es de 
destacar que, en los restantes tratamientos, la mayoría mostraron entre los momentos alternos 
diferencias significativas respecto a sus riegos diarios.  

En la Tabla 39 se muestran los resultados de las variables evaluadas del sistema radical. Como 
se puede observar para la longitud máxima y media de las raíces la mayoría de los tratamientos 
con riegos en días alternos tuvieron los mejores valores, a excepción del T8 en la longitud 
máxima. En cuanto al número de raíces no se observaron diferencias significativas entre los 
tratamientos. Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Bauta (2004) quien al evaluar 
diferentes normas de riego en plantas in vitro de banano (Musa spp. cv. FHIA – 18) en la fase de 
aclimatización, la mejor respuesta en cuanto el largo medio y número de raíces, obtuvo 
diferencias significativas al resto de los tratamientos cuando aplicó la norma de 20 mL 
fraccionada (10 mL por la mañana + 10 mL por la tarde). Si se tiene en cuenta según Pérez 
(1998) el sistema radical de las plantas in vitro en los primeros 15 días posteriores al trasplante, 
no se encuentran suficientemente desarrollada como para garantizar su normal funcionamiento, 
ya que no presenta pelos radicales, dan respuesta a los resultados obtenidos.  

Tabla 39. Comportamiento de las variables del sistema radical evaluadas con diferentes normas y dos 
momentos de riego en plantas in vitro de piña híbrido CBCE-116 a los 90 días en la fase de aclimatización.  
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TRATAMIENTOS 

Longitud (cm) 
Número 
raíces 

Masa (g) 

Máxima 

(cm) 

Mínima 

(cm) 
Fresca Seca 

T1 

T2 

15 mL md 

15 mL mda 

12,84 b 

14,98 a 

4,33 b 

6,27 a 

10,1 n.s 

10,7 n.s 

0,31 b 

0,46 a 

0,08 b 

0,10 a 

T3 

T4 

10 mL m + 5 mL td 

10 mL m + 5 mL tda 

12,62 b 

13,26 a 

4, 00 c 

6,36 a 

10,9 n.s 

11,4 n.s 

0,25 c 

0,51 a 

0,09 ab 

0,10 a 

T5 

T6 

5 mL m + 10 mL td 

5 mL m + 10 mL tda 

10,46 c 

13,25 a 

4,83 b 

5,95 a 

10,5 n.s 

10,0 n.s 

0,35 ab 

0,41 a 

0,08 b 

0,09 ab 

T7 

T8 

20 mL md 

20 mL mda 

10,17 c 

12,67 b 

4,32 b 

5,73 a 

10,5 n.s 

10,4 n.s 

0,23 c 

0,35 ab 

0,08 b 

0,08 b 

T9 

T10 

10 mL m + 10 mL td 

10 mL m + 10 mL tda 

10,62 c 

13,12 a 

4,06 c 

5,77 a 

10,4 n.s 

11,3 n.s 

0,27 ab 

0,39 a 

0,08 b 

0,09 ab 

T11 

T12 

15 mL m + 5 mL td 

15 mL m + 5 mL tda 

11,67 b 

13,65 a 

4,54 b 

5,17 a 

12,2 n.s 

10,6 n.s 

0,34 ab 

0,40 a 

0,07c 

0,11a 

T13 

T14 

5 mL m + 15 mL td 

5 mL m + 15 mL tda 

11,24 b 

13,10 a 

4,79 b 

5,20 a 

10,1 n.s 

10,9 n.s 

0,33 ab 

0,31 ab 

0,10 a 

0,09 ab 

 CV:% 18,13 12,71  9,22  16,56  19,94 

 Error Estándar 1,93 1,24  0,08  0,01  0,03 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05. 

Leyenda: md (mañana diario), mda (mañana días alternos), td (tarde diario), tda (tarde días 
alternos) 

En la masa fresca de las raíces las normas de 20 mL fraccionadas no presentaron diferencias 
significativas entre los dos momentos de riego. Las normas de riego de 15 mL difirieron entre los 
momentos, con mejores respuestas en los días alternos, a excepción de la norma del T5 que no 
difirieron entre sí. Los menores valores de masa fresca, se obtuvieron en la mayoría de los 
tratamientos T7 y T3 con aplicación del riego diario. En la masa seca, las respuestas a los 
momentos no son muy marcadas sino que depende de las normas, donde los tratamientos T12 y 
T13 fueron los de mayores valores con diferencias significativas del resto. Durante el desarrollo 
del experimento no pudo manifestarse lo planteado por Pérez (1998) sobre la resistencia de la 
planta de piña a la falta de humedad y el déficit hídrico prolongado sobre el desarrollo de la 
planta, ya que las normas evaluadas cubrían las necesidades de agua de la planta. De manera 
inversa, los excesos de agua tienen resultados negativos en el cultivo, pues las raíces son muy 
sensibles a la asfixia por falta de agua, los momentos de riego más adecuados en general se 
manifestaron con los riegos alternos, corroborando los aspectos planteados en los dos 
experimentos de sustratos. 

B. Sustrato: Cachaza 100% 

En la Tabla 40 se muestran los resultados del porcentaje de supervivencia de las plantas con las 
diferentes normas y momentos de riego. Como se puede apreciar los tratamientos, excepto el 
tratamiento T11 y T12, tuvieron valores superiores al 98% altamente significativos a los 15 días 
de plantadas las vitroplantas. Sin embargo a los 90 días los tratamientos T5, T6, T7, T8 y T9 
fueron los que mostraron diferencias significativas respecto al resto, con valores superiores al 
98%. Los resultados obtenidos demuestran que el uso de Cachaza 100% con esas normas de 
riego fue superior a las alcanzadas con el sustrato anterior (Humus de lombriz 100%) 
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Tabla 40. Comportamiento del porcentaje de supervivencia con la interacción entre diferentes normas y 
dos momentos de riego en plantas in vitro de piña híbrido CBCE-116. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, p < 0.05. 
Leyenda: md (mañana diario), mda (mañana días alternos), td (tarde diario), tda (tarde días 
alternos) 

La aclimatización gradual, de acuerdo con Pospisilova et al. (1999), es un procedimiento que 
permite que una planta micropropagada tenga altos porcentajes de sobrevivencia en la etapa ex 
vitro, y es donde se corrigen las "anormalidades", tales como la producción insuficiente de cera 
cuticular, la presencia de estomas dañados, pobre actividad fotosintética, pobre conexión 
vascular y deshidratación e infección por agentes patógenos 

En cuanto a la parte aérea (Tabla 41) el número de hojas activas fue significativamente mejor en 
los tratamientos con riegos alternos, independientemente de la norma de riego, desde los 15 
días hasta los 90. Estos resultados pueden ser debido a los cambios que sufren estas plantas al 
pasar de la fase in vitro a la ex vitro. Las cuales, los primeros 15 días después del trasplante aún 
se encuentran en la fase de reorganización fisiológica, y a medida que van creando su propio 
sistema radical, dan respuestas satisfactorias o no a sus nuevas necesidades fisiológicas. 
  

TRATAMIENTOS 
Días 

15 30 45 60 75 90 

T1 

T2 

15 mL md 

15 mL mda 

100,0 a 
100,0 a 

94,0 bc 
92,0 cd 

90,0 c 
80,0 e 

90,0 bc 
80,0 e 

90,0 bc 
80,0 e 

90,0 bc 
80,0 e 

T3 

T4 

10 mL m + 5 mL td 

10 mL m + 5 mL tda 

100,0 a 
100,0 a 

80,0 e 
96,0 b 

80,0 e 
94,0 b 

80,0 e 
92,0 b 

80,0 e 
92,0 b 

80,0 e 
92,0 b 

T5 

T6 

5 mL m + 10 mL td 

5 mL m + 10 mL tda 

100,0 a 
100,0 a 

100,0 a 
98,0 a 

98,0 a 
98,0 a 

98,0 a 
98,0 a 

98,0 a 
98,0 a  

98,0 a 
98,0 a 

T7 

T8 

20 mL md 

20 mL mda 

100,0 a 
98,0 a 

100,0 a 
98,0 a 

100,0 a 
98,0 a 

100,0 a 
98,0 a 

100,0 a 
98,0 a 

100,0 a 
98,0 a 

T9 

T10 

10 mL m + 10 mL td 

10 mL m + 10 mL tda 

100,0 a 
100,0 a 

100,0 a 
96,0 b 

 100,0 a 
 88,0 cd 

100,0 a 
 88,0 cd 

100,0 a 
88,0 cd 

 100,0 a 
 88,0 cd 

T11 

T12 

15 mL m + 5 mL td 

15 mL m + 5 mL tda 

 96,0 b 
 94,0 c 

94,0 bc 
94,0 bc 

 92,0 bc 
 92,0 bc 

 92,0 b 
 92,0 b 

 92,0 b 
 92,0 b 

92,0 b 
92,0 b 

T13 

T14 

5 mL m + 15 mL td 

5 mL m + 15 mL tda 

100,0 a 
100,0 a 

100,0 a 
100,0 a 

 92,0 bc 
 92,0 bc 

92,0 b 
92,0 b 

 92,0 b 
 92,0 b 

92,0 b 
92,0 b 

 CV:% 4,47 5,18 5,32 5,96 6,82 6,82 

 Error Estándar 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 
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Tabla 41. Comportamiento del número de hojas activas al aplicar diferentes normas y momentos de riego 
en plantas in vitro de piña híbrido CBCE-116.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05. 

Leyenda: md (mañana diario), mda (mañana días alternos), td (tarde diario), tda (tarde días alternos) 

En la Tabla 42 se muestran los resultados de las variables de la hoja evaluadas. Como se puede 
apreciar los mejores tratamientos fueron T4 y T6 con la norma de 15 mL. El comportamiento del 
resto de los tratamientos fue inferior en la mayoría de los casos. 

Tabla 42. Variables evaluadas a los 90 días en la fase de aclimatización de las plantas in vitro de piña 
híbrido CBCE-116 en diferentes normas y dos momentos de riego  

TRATAMIENTOS 

Hoja D  Diámetro 
del tallo 

(cm) 

Masa (g) 

Longitud 

(cm) 

Ancho 

(cm) 

Masa 

(g) 
Fresca Seca 

T1 

T2 

15 mL md 

15 mL mda 

18,2 bc 

16,52 c 

2,38 bc 

2,28 c 

2,07 bc 

2,69 ab 

1,58 a 
1,40 abc 

20,68 bcde 
18,36 cde 

2,01 ab 
1,85 b 

T3 

T4 

10 mL m + 5 mL td 

10 mL m + 5 mL tda 

17,25 bc 

22,40 a 

2,34 bc 

2,80 a 

1,62 c 

2,74 a 

1,34 bc 
1,51ab 

16,33 e 
25,44 ab 

0,16 d 
2,15 a 

T5 

T6 

5 mL m + 10 mL td 

5 mL m + 10 mL tda 

19,35 b 

23,50 a 

2,47 b 

2,62 ab 

2,16 b 

2,80 a 

1,45 abc 
1,57 a 

21,55 abc 
27,15 a 

1,95 b 
2,21 a 

T7 

T8 

20 mL md 

20 mL mda 

19,8 b 

20,11 ab 

2,46 b 

2,63 a 

2,27 b 

2,69 ab 

1,51 ab 
1,45 abc 

23,5 abc 
22,8 abcd 

2,24 a 
2,07 ab 

T9 

T10 

10 mL m + 10 mL td 

10 mL m + 10 mL tda 

17,01 c 

18,31 bc 

1,27 d 

2,75 a 

1,83 c 

2,9 0 a 

1,31 c 
1,34 bc 

17,7 de 
18,9 cde 

1,78 b 
1,76 b 

T11 

T12 

15 mL m + 5 mL td 

15 mL m + 5 mL tda 

19,51 b 

22,8 a 

2,37 bc 

2,56 ab 

2,2 b 

2,49 b 

1,42 abc 
1,41 abc 

20,99 bcde 
23,37 abc 

2,01 ab 
2,16 a 

T13 

T14 

5 mL m + 15 mL td 

5 mL m + 15 mL tda 

17,14 c 

 21,10 ab 

 2,32 bc 

2,70 a 

1,61 c 

2,60ab 

1,30 c 
1,48 ab 

16,9 e 
24,9 ab 

1,50 c 
2,12 a 

 CV:% 9,93 6,95 17,29  8,54 17,09 16,31 

 Error Estándar 0,74 0,07 0,13  0,01 0,96 0,07 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05. 

TRATAMIENTOS 
Días 

15 30 45 60 75 90 

T1 

T2 

15 mL md 

15 mL mda 

4,51 b 

5,96 a 

5,98 b 

6,42 a 

6,04 b 

6,83 a 

6,69 b 

7,22 a 

7,34 b 

8,62 a 

 8,79 b 

 9,02 a 

T3 

T4 

10 mL m + 5 mL td 

10 mL m + 5 mL tda 

4,94 b 

5,46 a 

4,93 b 

6,94 a 

5,11 b 

7,41 a 

5,92 b 

8,83 a 

6,53 c 

9,29 a 

 7,94 b 

10,77 a 

T5 

T6 

5 mL m + 10 mL td 

5 mL m + 10 mL tda 

4,31 b 

5,56 a 

5,01 b 

6,05 a 

5,31 b 

7,54 a 

5,81 b 

8,03 a 

6,28 c 

9,52 a 

 7,73 b 

 9,92 a 

T7 

T8 

20 mL md 

20 mL mda 

4,53 b 

5,69 a 

5,03 b 

6,14 a 

6,53 b 

7,64 a 

6,93 b 

8,07 a 

8,53 b 

9,57 a 

 8,93 b 

10,02 a 

T9 

T10 

10 mL m + 10 mL td 

10 mL m + 10 mL tda 

4,15 b 

5,25 a 

5,64 b 

6,68 a 

6,14 b 

7,13 a 

6,64 b 

8,57 a 

7,14 b 

9,01 a 

 8,64 b 

10,47 a 

T11 

T12 

15 mL m + 5 mL td 

15 mL m + 5 mL tda 

4,01 b 

5,32 a 

4,98 b  

6,79 a 

5,16 b 

7,25 a 

6,62 b 

8,72 a 

7,12 b 

9,18 a 

 8,58 b 

10,64 a 

T13 

T14 

5 mL m + 15 mL td 

5 mL m + 15 mL tda 

4,11 b 

5,36 a 

4,98 b 

6,84 a 

5,03 b 

7,30 a 

6,48 b 

8,73 a 

7,93 b 

9,22 a 

 8,36 b 

10,69 a 

 CV:% 7,36 7,67 7,79 7,89 7,98 8,19 

 Error Estándar 0,06 0,05 0,05 0,05 0,06 0,08 
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Leyenda: md (mañana diario), mda (mañana días alternos), td (tarde diario), tda (tarde días alternos) 

En cuanto a la longitud de la hoja D los tratamientos que presentaron mejores respuestas fueron 
los momentos de riego alternos con la norma de 15 mL (T4 y T6) y con la norma de 20 mL (T12).  
Los mejores resultados en el ancho de la hoja D en la mayoría de los tratamientos 
correspondieron a los riegos alternos, aunque sin diferencias significativas con los riegos diarios. 
Los tratamientos con la norma única de 15 mL días alternos y diarios no presentaron diferencias 
significativas entre sí.  
Los mejores tratamientos para la masa de la hoja D fueron en su gran mayoría con los 
momentos de riego alternos independientemente de su norma de riego. Solamente no difirieron 
entre si las normas únicas y las normas de 15 mL por la mañana + 5 mL por la tarde. En el 
diámetro del tallo prácticamente no se manifestó diferencias entre los momentos, a excepción de 
los tratamientos T1 y T6 en los que se observó mejor respuesta en los riegos alternos. 

La masa fresca de las hojas mostró pocas diferencias significativas entre los momentos y el 
mejor tratamiento de la norma fue el T6. Este tratamiento no tuvo diferencias significativas con 
su homólogo diario. En cuanto la variable masa seca de las hojas, las normas únicas de 15 y 20 
mL no presentaron diferencias entre los momentos. Las normas de 15 mL fraccionadas 
presentaron diferencias significativas entre sí en los momentos. La norma de 20 mL fraccionada 
solo presentó diferencias entre los momentos la de 5 mL por la mañana + 15 mL por la tarde, 
con la mejor respuesta en el riego alterno. 

En la Tabla 43 se muestran los resultados de las variables evaluadas del sistema radical. Como 
se puede observar la mayoría de los tratamientos tuvieron valores inferiores a los mejores 
tratamientos por variable. 

Tabla 43. Comportamiento de las variables del sistema radical evaluadas con diferentes normas y dos 
momentos de riego en plantas in vitro de piña híbrido CBCE-116 a los 90 días en la fase de aclimatización.  
 

TRATAMIENTOS 

Longitud (cm) 
Número 
raíces 

Masa (g) 

Máxima 

(cm) 

Mínima 

(cm) 
Fresca Seca 

T1 

T2 

15 mL md 

15 mL mda 

18,2d efg 

16,52 g 

8,47 cde 

6,4 de 

15,5 cdef 

18,4 ef 

1,54 ab 

1,33 ab 

0,28 a 

0,24 ab 

T3 

T4 

10 mL m + 5 mL td 

10 mL m + 5 mL tda 

17,25 efg 

22,4 abc 

5,88 cde 

6,15 a 

17,7 f 

20,9 ab 

1,19 bc 

2,49 a 

0,27 ab 

0,32 a 

T5 

T6 

5 mL m + 10 mL td 

5 mL m + 10 mL tda 

19,35 defg 

23,5 a 

5,82 bcde 

5,88 bcd 

 20,8 abc 

 22,5 a 

1,66 ab 

2,71 a 

0,24 ab 

0,30 a 

T7 

T8 

20 mL md 

20 mL mda 

19,8 bcdef 

20,11 bcde 

6,50 bcde 

5,40 bcd 

19,3 bcd 

20,3 abc 

1,16 bc 

1,49 ab 

 0,24 ab 

 0,24 ab 

T9 

T10 

10 mL m + 10 mL td 

10 mL m + 10 mL tda 

17,01 fg 

18,31 defg 

5,13 de 

5,34 e 

16,8 def 

19,8 def 

0,83 c 

1,00 bc 

0,10 c 

0,20 ab 

T11 

T12 

15 mL m + 5 mL td 

15 mL m + 5 mL tda 

19,51 cdef 

22,5 ab 

5,62 cde 

5,45 abc 

19,1 bcde 

19,1 bcd 

1,37ab 

1,13 bc 

0,21 ab 

0,22 ab 

T13 

T14 

5 mL m + 15 mL td 

5 mL m + 15 mL tda 

17,14 efg 

 21,1 abcd 

5,59 cde 

5,82 ab 

17,31 f 

19,4 bc 

0,92 bc 

1,47ab 

0,19 b 

0,27 ab 

 CV:%  9,93  6,95 17,29 15,14 16,29 

 Error Estándar  0,74  0,07 0,13  0,26 0,01 

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05. 

Leyenda: md (mañana diario), mda (mañana días alternos), td (tarde diario), tda (tarde días 
alternos) 
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La mayor longitud máxima de raíz fue el tratamiento T6 con norma de 15 mL con riegos alternos 
y los restantes tratamientos no difirieron entre los diferentes momentos. La mejor longitud 
mínima de la raíz fue T4 sin diferir de las normas con riegos alternos. El mejor número de raíces 
fue T6, los restantes tratamientos no difieren entre sí en los momentos. 

La masa fresca de la raíz mostró poca diferencias entre los momentos, manifestándolo solo 
entre la norma de 10 mL por la mañana + 5 mL por la tarde con los diferentes momentos, con 
mejores respuesta en el riego alterno. La masa seca no mostró prácticamente diferencias entre 
las diferentes normas y momentos, sólo se observó diferencias con el T1 y el T6. 

En este experimento los mejores tratamientos fueron con las normas y momentos de riego en 
días alternos en las variables fisiológicas: hojas activas, largo y ancho de la hoja D. El diámetro 
del tallo no presentó respuestas entre normas y momentos de riego. Al comparar los dos 
experimentos de normas y momentos de riego con diferentes tipos de sustratos se observó que 
con el sustrato Cachaza 100% se obtuvo mejores resultados en las variables fisiológicas 
evaluadas y en los porcentajes de supervivencia. 
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IV. CONCLUSIONES 

1. La diversidad del germoplasma de piña presente en Cuba es insuficiente para la 
conservación y el mejoramiento de la especie. 

2. Los patrones de diversidad morfoagronómicos y moleculares establecidos permiten 
diferenciar los distintos cultivares lo que favorece el manejo de los RFG de la especie. 

3. El Listado de Descriptores Mínimos permite la caracterización morfoagronómica y la 
evaluación más eficiente de la colección de piña y corrobora la clasificación de los 
cultivares según su grupo horticultural. 

4. Los nuevos cebadores SSR diseñados de A. bracteatus y A. comosus determinan la 
distancia genética de los cultivares de piña. 

5. Se identifican las amenazas de pérdida de diversidad genética del germoplasma de piña 
conservado in situ y ex situ lo que permite diseñar acciones para minimizar las mismas. 

6. La colección núcleo con las accesiones de mayor variabilidad facilita el trabajo de mejora 
y conservación del germoplasma. 

7. La crioconservación y cultivo de tejidos incrementa la protección de los RFG de piña en 
Cuba y el número de individuos a entregar a productores.  

V. RECOMENDACIONES 

1. Aplicar el Listado de los Descriptores Mínimos en la caracterización y evaluación del 
germoplasma que sea incorporado a la colección de piña nacional. 

2. Introducir, con la correspondiente aprobación fitosanitaria, accesiones de germoplasma 
de otros países, que contengan genes no presentes en la colección cubana, a fin de 
ampliar la diversidad genética disponible en la colección nacional.  

3. Implementar otras acciones sugeridas para minimizar la erosión del germoplasma de 
piña. 

4. Propiciar la retroalimentación con los actores locales de las acciones para minimizar las 
amenazas de erosión genética del germoplasma de piña a través de talleres.  
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VII. ANEXOS 

Anexo 1. Formulario de evaluación con los principales datos pasaporte, botánicos, 
geográficos, edafológicos de las accesiones recolectadas. 
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COLECTA No. ____________ ___SILVESTRE ___PATIO OJARDÍN 

FECHA: _______________________ ____ FINCA ___ INSTITUCIÓN 
ESPECIE: ______________________ ____ ÁREA CUL. ___ MERCADO 
NOMBRE LOCAL: _______________ ____ MALEZA ___ MATERIAL MEJORADO 
 ____CERCA ___ OTRO 
 
COLECTOR: ___________________PROPÁGULOS COLECTADOS: _____ 

UBICACIÓN: ___________________ PLANTA (1) ____ HIJO BASAL (2) ____ 
______________________________ HAPPA (3) ____ CRIOLLO (4) ______ 
MUNICIPIO: ___________________ CLAVEL (5) ____ CORONA (6) ______ 
PROVINCIA: ___________________  
NOMBRE DEL DONANTE: ______________________________________________ 
 
 DATOS BOTÁNICOS 

 PLANTA: ________  
 ALTURA: ________ DIÁMETRO: ________ 
LATITUD: ______LONGITUD:_______ HOJA D: LARGO ________ ANCHO: ______ 
ALTURA msnm: _________________ COLOR 1 HOJA ADULTA: _____________ 
 ESPINOSIDAD2:___________________ 
 TIPOS DE HIJOS: ____________________ 
 
TOPOGRAFÍA: FRUTO: 

PANTANO _____ COLINA________ FORMA3 _________ COLOR4 _________ 
LLANURA _____ ONDULADO_____ SABOR ____________ LARGO _________ 
OTRO _________________________  
 ÍNDICE DE CILINDRICIDAD ___________ 

 Diam superior________ 

 Diam. Inferior_______ 
PEDREGOSIDAD: NÚMERO DE ESPIRALES LARGAS _____ 

NULA ______ BAJA ______ PRESENCIA DE SEMILLAS ____________ 
MEDIA _____ ALTA ______  
 
TEXTURA DEL SUELOOJOS 

ARENOSO ______ FRANCO ______ FORMA __________ PERFIL _________ 
ARCILLOSO _____ ORGÁNICO _____ ORIENTACIÓN DE LOS OJOS _________ 
 OJOS EN LA ESP. + LARGA __________ 
 
DRENAJECORONA 

POBRE _____ MODERADO ______ ÚNICA _____ DOBLE ______ FASIADA _____ 
BUENO _____ EXCESIVO _______ LONGITUD __________________________ 
 RELACIÓN CORONA/FRUTO ____________ 
 FOTOGRAFIADO ______________________ 
OBSERVACIONES:  
 

1Color de hojas: 1-Verde intenso: 2-V. claro, 3-V. con tintes rojos, 4-V. morado, 5-V. gris, 6-V. olivo, 6-V. intenso 

con tinte rojizo, 9-V. intenso c/manchas rojas, 10-V. azul intenso, 11-Rojo verdoso, 12-Morado rojizo, 
13-Morado verde, 14-Marrón. 

2Espinosidad: 1-Piping, 2-Cayena, 3-Irregular, 4-Regular. 
3Forma del Fruto: 1-Cilindrico, 2-Barril, 3-Piramide, 4-Bloque. 
4Color fruto: 1-Verde intenso, 2-V. amarillo, 3-Amarillo intenso, 4-Amarillo, 5-Amarillo naranja, 6-Naranja rojizo, 

7-Naranja intenso, 8-Naranja, 9-Rojo, 10-Rojo a morado, 11-Morado, 12-Morado vino tinto. 

 

 



 

 

 

Anexo 2. Cebadores RAPDs utilizados para la amplificación de los genotipos de piña. 

  
Iniciador 

Secuencia 
(5’- 3’) 

Iniciador 
Secuencia 

(5’- 3’) 
Iniciador 

Secuencia 
(5’- 3’) 

OPA – 01 CAGGCCCTTC OPC – 01 TTCGAGCCAG OPH – 12 ACGCGCATGT 

OPA – 02 TGCCGAGCTG OPC – 02 GTGAGGCGTC OPH – 13 GACGCCACAC 

OPA – 03 AGTCAGCCAC OPC – 03 GGGGGTCTTT OPH – 14 ACCAGGTTGG 

OPA – 04 AATCGGGCTG OPC – 04 CCGCATCTAC OPH – 15 AATGGCGCAG 

OPA – 05 AGGGGTCTTG OPC – 05 GATGACCGCC OPH – 16 TCTCAGCTGG 

OPA – 06 GGTCCCTGAC OPC – 06 GAACGGACTC OPH – 17 CACTCTCCTC 

OPA – 07 GAAACGGGTG OPC – 07 GTCCCGACGA OPH – 18 GAATCGGCCA 

OPA – 08 GTGACGTAGG OPC – 08 TGGACCGGTG OPH – 19 CTGACCAGCC 

OPA – 09 GGGTAACGCC OPC – 09 CTCACCGTCC OPH – 20 GGGAGACATC 

OPA – 10 GTGATCGCAG OPC – 10 TGTCTGGGTG CS – 12 GCGACGCCTA 

OPA – 11 CAATCGCCGT OPC – 11 AAAGCTGCGG CS – 14 GTCACCCGGA 

OPA – 12 TCGGCGATAG OPC – 12 TGTCATCCCC CS – 15 AACACATGCC 

OPA – 13 CAGCACCCAC OPC – 13 AAGCCTCGTC CS – 16 CGTTGGATGC 

OPA – 14 TCTGTGCTGG OPC – 14 TGCGTGCTTG CS – 19 TACGGCTGGC 

OPA – 15 TTCCGAACCC OPC – 15 GACGGATCAG CS – 22 CGTCGTGGAA 

OPA – 16 AGCCAGCGAA OPC – 16 CACACTCCAG CS – 24 GCGGCATTGT 

OPA – 17 GACCGCTTGT OPC – 17 TTCCCCCCAG CS – 27 AGTGGTCGCG 

OPA – 18 AGGTGACCGT OPC – 18 TGAGTGGGTG CS – 29 CCAGACAAGC 

OPA – 19 CAAACGTCGG OPC – 19 GTTGCCAGCC CS – 30 GCGTAGAGAC 

OPA – 20 GTTGCGATCC OPC – 20 ACTTCGCCAC CS – 31 CTCGACACTG 

OPD – 02 GGACCCAACC OPH – 01 GGTCGGAGAA CS – 36 GATAGCCGAC 

OPD – 03 GTCGCCGTCA OPH – 02 TCGGACGTGA CS – 42 CCCAGAACAC 

OPD – 07 TTGGCACGGG OPH – 03 AGACGTCCAC CS – 43 CGTACGCGTT 

OPD – 08 GTGTGCCCCA OPH – 04 GGAAGTCGCC OPF – 06 GGGAATTCGG 

OPD – 13 GGGGTGACGA OPH – 05 AGTCGTCCCC OPF – 12 ACGGTACCAG 

OPL – 05 ACGCAGGCAC OPH – 06 ACGCATCGCA OPF – 13 GGCTGCAGAA 

OPL – 07 AGGCGGGAAC OPH – 07 CTGCATCGTG OPF – 15 CCAGTACTCC 

OPL – 08 AGCAGGTGGA OPH – 08 GAAACACCCC OPF – 16 GGAGTACTGG 

OPL – 10 TGGGAGATGG OPH – 09 TGTAGCTGGG OPF – 20 GGTCTAGAGG 

OPL – 12 GGGCGGTACT OPH – 10 CCTACGTCAG OPK – 04 CCGCCCAAAC 

OPJ – 04 CCGAACACGG OPH – 11 CTTCCGCAGT OPK – 12 TGGCCCTCAC 



 

 

 

Anexo 3. Microsatélites modificados y correctos del artículo y desarrollados a partir de A. 
bracteatus para la identificación de genotipos de piña. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Locus 
Motivo 

Repetido 
Secuencia (5'-3') 

No. Banco de 
genes 

ACLR179BMa (GTA)4 
F: CCTTTGTTTTGTTACTTTTTAT 
R: CCAGTTATTTTTAGTAAAGTCC 

DQ019851 

ACLR179BMb (TAA)4 
F: GGACTTTACTAAAAATAACTGG 
R: ATACTAACAACACCTCTTTCAC 

DQ019851 

ACPCT124BM (CCT)8 
F: GTAGCAACAGCTATGAAAAC 
R: GATACAACGACAAGTACTACG 

DQ356280 

ACPCT138AM 
(CTT)4(CG)3 

(AAG)3 
F: GACGAGGACCGTACTCACGA 
R: ATGGCATGATCTCGTCCACT 

DQ356284 

ACPCT651BM (GAA)13 
F: GATACATAACAGTGTATTGGAG 
R: TAACTACTCTATGTTGTGACCA 

DQ381768 

ACPCT136B (GAC)7 
F: GGGTCCGAGTGGAGAGATTC 
R: TCGTGCAGTGTTTCGCTTAG 

DQ356283 

ACLR749 
(AG)2(GA)2 

(G)2 
F: TTGAGAGCCAGAGGGTTTTG 
R: ACGGTCCGATGTAAAATTCG 

AY551306 

ANBR34 (CT)30 
F: TTAATCAAGTTCTTTAAAGGTT 
R: GAGAGAACTAGACTGAAAGAAA 

AJ845034 

ANBR36 (CT)14 
F: TACTTTCTTTGTGCATGTTAT 
R: AGTGGACATTTTACATAGTTTT 

AJ845036 

ANBR48 (GA)19 
F: ACAATAATTGATACAGTCCAGT 
R: AAGTTGTGTAGAGAACAAATTAC 

AJ845048 

ANBR58 (CT)21 (CA)21 
F:ATATGATAGGACTTACTTTTGG 
R: AAGGCTACAGATAGTTAAAGAG 

AJ845058 

ANBR60 (GA)17 
F: TGTAGACGCCTTATATATTGTA 
R: CACTATTATCCTAACCAGACAT 

AJ845060 

ANBR72 (GA)27 
F: TGCACCTTCTTACTTCTATAAT 
R: ACAACTAGCAAAACTTTGTATC 

AJ845072 

ANBR73 (CT)17 
F: CATTAGATTAGTTCACAAACAA 
R: AGAATATTATGGAAAAATTGAG 

AJ845073 

ANBR75 (GA)30 
F: ATGATCTCCTAAAAATCATAAG 
R: CTTAATTAGGGTTTTATTTGTC 

AJ845075 

ANBR80 (GA)8 
F: GTTTAAGCAATAATTCCTAGAG 
R: TATAATCATGATGGAACATCTA 

AJ845080 

ANBR81 (CT)21 
F: TTAATCAAGTTCTTTAAAGGTT 
R: CTAGTAAAGTCTCTTTCCATTG 

AJ845081 



 

 

 

Anexo 4. Características morfológicas de la planta y del fruto de los diferentes grupos horticulturales de piña A) Cayena, B) 
Pernambuco y C) Española. 
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Anexo 5. Características morfológicas de la planta y del fruto de las especies alejadas de la familia Bromeliaceae A) Cryptanthus 

acaulis, B) Curujey (T. fasiculata), C) Branco (A. bracteatus), D) B. pinguin y E) B. karatas. 
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