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ABSTRACT

The pineapple (Ananas comosus L. Merr) is an economically important bromeliad
plant due to the organoleptic characteristics of its fruit, being the MD2 variety one of
the most cultivated. Pineapple culture is limited by its inefficient sucker production.
Micropropagation represents a way of producing pineapple plantlets. The aim of this
study was to obtain a micropropagation protocol for A. comosus MD2 variety using
the axillary bud proliferation technique. Axillary buds from suckers were put into MS
media where 17 treatments were tested: benzylaminopurine (BA) in combination
with indolebutyric acid (IBA) (0, 0.5, 1 mg/L) or indoleacetic acid (IAA) (0, 0.5, 1
mg/L); as well as BA (2 mg/L) with naphthaleneacetic acid (NAA) (5 mg/L); and
kinetin (KIN) (2 mg/L). The presence or absence of silver nanoparticles (34 mg/L)
was tested as well. The percentage of sprouting, number of shoots, and length were
measured. Percentage of sprouting was higher (73.3%) when kinetin and silver were
present. Highest shoot number (2.5+0.49) was observed on media containing BA 3
mg/L and AIA 0.5 mg/L. Also, organogenesis was observed on media with BA and
ANA. Finally, acclimatization had a 100% success rate.
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RESUMEN

La pifia (Ananas comosus L. Merr) es una bromeliacea de importancia econémica
debido a las propiedades organolépticas de su fruto, siendo mayormente cultivada
la variedad MD2 o pifia miel. Su cultivo esta limitado por la lenta producciéon de
hijuelos. La micropropagacion presenta una alternativa para la obtencion de
plantulas de pifia. El objetivo de este estudio fue realizar un protocolo de
micropropagacion de A. comosus variedad MD2 mediante la proliferacién de yemas
axilares. Se aislaron yemas axilares de hjiuelos en medio MS, se probaron 17
tratamientos: bencilaminopurina (BA) (0, 1, 3 mg/L) en combinacion con acido
indolbutirico (AIB) (0, 0.5, 1 mg/L) o acido indolacético (AlA) (0, 0.5, 1 mg/L); asi
como BA (2 mg/L) y acido naftalenacético (ANA) (5 mg/L); y kinetina (KIN) (2 mg/L).
Ademas de la presencia o ausencia de nanoparticulas de plata (34 mg/L). Se evalu6
el porcentaje de brotacion, numero de brotes, y longitud. Se encontré que el
porcentaje de brotacion fue mayor (73.3%) al utilizar KIN y plata. EI mayor numero
de brotes (2.5£0.49) se dio en el tratamiento con BA 3 mg/L + 0.5 AIA mg/L. Ademas,
se observd organogénesis en el tratamiento con BA y ANA. Finalmente, la
aclimatacion fue exitosa (100%).

Palabras clave: cultivo de tejidos, pifia miel, proliferacion de yemas axilares.

1. INTRODUCCION

La planta de pifa (Ananas comosus (L.) Merr) se encuentra dentro de la familia de
las bromeliaceas, es originaria de los territorios de Brasil y Paraguay (Hossain,
2016), sin embargo, en la actualidad se cultiva en distintos paises con climas
tropicales. México se encuentra dentro de los diez paises con mayor produccion de
pifia, cosechando mas de un millén de toneladas anualmente (FAO, 2020). La
variedad MD2, también conocida como pifia miel, es una de las mas apreciadas en
el mercado por sus cualidades organolépticas (Thalip et al., 2015). En México, los
estados con mayor produccién de pifia son Veracruz y Oaxaca; y los que tienen un
mayor rendimiento por hectarea son Oaxaca, Colima y Jalisco (Servicio de
Informacién Agroalimentaria y Pesquera, 2021). Los ultimos dos estados son
categorizados como zonas con potencial para aumentar su producciéon (SAGARPA,
2017).

La propagacion de la pifia en la agricultura se realiza por via vegetativa o asexual.
En diferentes partes de la planta crecen hijuelos, llamados comunmente coronas,
gallos o clavos, segun su posicion. Estos se cortan y se plantan para continuar con
la produccion. Es importante sefialar que este método no siempre presenta la
eficiencia suficiente para satisfacer la cantidad de plantas necesarias para grandes
areas de cultivos, especialmente en zonas en crecimiento (Reinhardt et al., 2018).
Una alternativa viable a la reproduccion tradicional es la micropropagacion, la cual
consiste en la obtencion de una gran cantidad de plantas a partir de un tejido vegetal
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en condiciones in vitro y cultivado en un medio especifico. La proliferacién de yemas
axilares es una técnica de micropropagacion donde se induce la produccion de
brotes a partir de una planta, mediante el uso de reguladores de crecimiento en un
medio de cultivo (Suarez, 2020).

Los reguladores de crecimiento son compuestos que se agregan al medio de cultivo
para provocar algun efecto en la fisiologia, crecimiento, y desarrollo de las plantas;
al manipular las combinaciones y concentraciones de éstos, se busca el 6ptimo
crecimiento y regeneracion de las plantas o partes de estas. Por ejemplo, las
auxinas estimulan la elongacion celular y mantienen la dominancia apical, dentro de
éstas se encuentran el acido naftalenacético (ANA), el acido indolacético (AlA), y el
acido indolbutirico (AIB). Por el contrario, las citocininas rompen este efecto de la
dominancia apical, por lo que son ampliamente utilizadas en las técnicas de
proliferacion de yemas axilares. Dentro de este grupo se encuentran la
bencilaminopurina (BA) y la kinetina (KIN) (Suarez, 2020). Existen otros compuestos
que se pueden agregar al medio de cultivo para tener algun efecto benéfico en las
plantas, como pueden ser las nanoparticulas de plata. Estas ayudan a reducir
contaminacion en los explantes y pueden promover el crecimiento de ellos (Chavez-
Garcia et al., 2020; Bello-Bello & Spinoso-Castillo, 2023).

Existen distintas publicaciones sobre el uso de la técnica de proliferacion de yemas
axilares y otras técnicas de micropropagacion en pifia, sin embargo, en ellas se
utilizan distintas variedades, o presentan informaciéon insuficiente para su
replicacion. En otros reportes se usan distintos explantes (Medina et al., 2014; Abdul
Halim et al., 2018; Sulaiman et al., 2020; Ayenew et al., 2021), y ninguno con
material vegetal proveniente de Jalisco. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
realizar un protocolo de micropropagacion de A. comosus variedad MD2, mediante
la proliferacion de yemas axilares, a partir de material vegetal proveniente de
Tomatlan, Jalisco.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal

Se utilizaron explantes de pifia (A. comosus), conocidos como “gallos”, provenientes
del municipio de Tomatlan, Jalisco, México. Se seleccionaron plantas vigorosas y
libres de enfermedades. Estas se lavaron, y se les retiraron las hojas de forma
cuidadosa, siguiendo la filotaxia. Con ayuda de un bisturi, se cortaron las yemas
axilares (1 cm aproximadamente) de forma individual.

2.2 Desinfeccion del material vegetal

Se aplicé un choque térmico a las yemas (65°C/5 min y 5°C/5 min), inmersion por
30 min en una solucion de acido citrico ajustando el pH a 3.5 y una solucién de
fungicidas y bactericidas por 1 h. Después se hizo un lavado con hipoclorito de sodio
al 0.3% por 7 min. Se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril.
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Finalmente se hizo un lavado en una soluciéon de nanoparticulas de plata (34 mg/L)
por 10 min.

2.3 Proliferacion de yemas axilares

Las yemas axilares se colocaron en medio MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado con 30 g/L de sacarosa, solidificado con 8 g/L de agar, ajustando el
pH a 5.81£0.03, ademas, se le adicionaron 34 mg/L de nanoparticulas de plata para
evitar contaminacion causada por microorganismos sistémicos (desinfeccion
endogena). Se realizd un experimento completamente al azar con 16 tratamientos
y 15 repeticiones por tratamiento. Se probaron distintas concentraciones de
reguladores de crecimiento: BA (0, 1, 3 mg/L) en combinacién AIB (0, 0.5, 1 mg/L)
o AlA (0, 0.5, 1 mg/L); asi como BA 2 mg/L y ANA 5 mg/L; y KIN 2 mg/L. Se
colocaron en incubacion a 25°C, con un fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad.
Después de dos semanas se contabilizé el numero de yemas que brotaron; aquellas
que brotaron se llevaron a recipientes con 5 mL de medio liquido, para evitar su
inmersion total y sin agitacion, utilizando los mismos 16 tratamientos de la etapa de
brotacién. Aproximadamente dos meses y medio después, se evaluo la longitud de
las plantas y el numero de brotes producidos. En un segundo experimento, se
selecciond el mejor tratamiento respecto al porcentaje de brotacion de los explantes,
y se evalué el efecto de la presencia y ausencia de las nanoparticulas de plata (34
mg/L) en el medio de cultivo en este porcentaje de brotacion. Con estas plantas, al
alcanzar un tamafno de 3 cm aproximadamente, se realiz6 un nuevo experimento
utilizando los tres mejores tratamientos del primer ensayo, en este se evalud su
longitud (cm) y el numero de brotes formados por explante, después de 45 dias de
incubacion.

2.4 Aclimatizacion ex vitro

Una muestra de 20 plantas (de aproximadamente. 7 cm de longitud), provenientes
de medio de cultivo con 2 mg/L de KIN, se selecciond para realizar aclimatizacién.
Se colocaron en macetas con sustrato esterilizado en calor hUumedo, compuesto por
tierra y arena en una proporcion 1:1. Las plantas fueron colocadas en un cuarto de
aclimatizacién a 25°C, y un fotoperiodo 18 h luz / 6 h oscuridad, hasta que se
desarroll6 raiz. Posteriormente fueron llevadas a invernadero. En ambos casos se
aplicé riego constante. Se calcul6 el porcentaje de supervivencia de las plantas
después de dos meses.

2.5 Analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar. Se trabajé con 15
repeticiones por tratamiento. Se realizdé un analisis de varianza (ANOVA) y una
prueba de rangos multiples de Tukey. Se comprobd la homogeneidad de varianzas
mediante una prueba de Bartlett. Se utilizé un alfa de 0.05 y un nivel de confianza
de 95%. Todos los analisis se realizaron utilizando el programa STATGRAPHICS
Centurion XV Version 15.2.06.

52
Salas-Valdivia et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2023, 8(3):49-62



3. RESULTADOS
3.1 Proliferacion de yemas axilares

El analisis de varianza mostré diferencias significativas en la longitud de los
explantes (p=0.000), y el numero de brotes que estos generaron (p=0.0003), segun
las distintas concentraciones de los reguladores de crecimiento (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de brotacion de yemas axilares aisladas, su longitud final y
numero de brotes generados por los explantes de A. comosus.

Table 1. Percentage of sprouting on inactive axillar buds, their final length and the
number of shoots produced by explant from A. comosus.

Tratamiento Porcentaje de Numero de brotes Longitud (cm) final
(mg/L) brotacion de explantes por explante* del explante*
Control negativo 38.0% 1.5+0.87 abc 1.9+0.19 a
AIA 0.5 33.3% 0.0 a 3.2£t0.65 ab
AlA1 30.7% 0.3:t0.33 abc 3.330.83 bc
AIB 0.5 42.8% 0.410.24 abc 2.5+052 a
AlB 1 53.8% 0.0 a 31056 a
BA 1 62.5% 0.0 a 271029 a
BA1+AIAOQ.5 21.4% 0.3+t0.33 abc 2.5#0.92 a
BA1+AIA 1 50.0% 5.0£0.71 bc 8.8+1.17 d
BA1+AIBO0.5 35.7% 3.0£2.8 abc 7.411.04 d
BA1+AIB 1 40.0% 0.0 a 251031 a
BA 3 33.3% 0.8£t0.48 abc 2.240.36 a
BA3+AIA05 66.6% 4.910.67 c 7.8+0.63 d
BA 3 +AIA 1 61.5% 0.8£0.37 abc 3.240.58 a
BA 3 +AIB 0.5 35.7% 5.4+1.17 c 6.6+0.16 cd
BA 3+ AIB 1 27.3% 1.3¢0.33 abc 2.5+0.48 a
BA2+ANAS5 47 4% 1.2+0.86 abc 3.9+0.77 ab
KIN 2 73.3% 0.0 a 2.3t0.51 a

AlA: acido indolacético; AIB: acido indolbutirico; ANA: acido naftalenacético; BA: bencilaminopurina;
KIN: kinetina. Letras diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos (p=0.05). *Promedio. Se indica el error estandar después del promedio.
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La brotacion de las yemas inactivas aisladas de la planta varié desde 21.4% hasta
73.3%, siendo el mejor tratamiento el de KIN 2 mg/L. Los mayores promedios de
numero de brotes y longitud se observaron en tratamientos con BA en combinacién
con cualquiera de las dos auxinas. Los explantes con mayor promedio de longitud
se observaron en los tratamientos con BA 1 mg/L + AIA 1 mg/L (8.8£1.17 cm), BA
1 mg/L + AIB 0.5 mg/L (7.4£1.04 cm) y BA 3 mg/L + AIA 0.5 mg/L (7.8+£0.63 cm).
Los dos tratamientos con mayor promedio de numero de brotes fueron los que
contenian BA 3 mg/L + AIA 0.5 mg/L (4.9+0.67) y BA 3 mg/L + AIB 0.5 mg/L
(5.4+£1.17) (Fig. 1). En el tratamiento con BA 2 mg/L + ANA 5 mg/L se observé una
respuesta organogénica (Fig. 2), similar a experimentos previos (datos no
mostrados).

Fig. 1. Proliferacion de yemas axilares en medio MS adicionado con 3 mg/L de BA
y 0.5 mg/L de AlA.

Fig. 1. Axillary bud proliferation on MS medium containing 3 mg/L BA and 0.5 mg/L
IAA.

54
Salas-Valdivia et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2023, 8(3):49-62



Fig. 2. Organogénesis directa en medio MS adicionado con 2 mg/L de BA 'y 5 mg/L
de ANA. Se observan los nuevos brotes (circulo) y la yema axilar original (flecha)
Fig. 2. Direct organogenesis on MS medium containing 2 mg/L BA and 5 mg/L NAA.
Buds (circle) and the initial bud (arrow) can be observed.

En el siguiente experimento, se encontré que la brotacién fue menor en ausencia
de nanoparticulas de plata (35%), comparado con la presencia de estas (75%), en
medio con 2 mg/L de KIN. Se encontraron diferencias significativas entre los tres
tratamientos elegidos para proliferacion de yemas, para ambas variables: los
promedios de numero de brotes (p=0.0052) y longitud del explante (cm) (p=0.000)
(Fig. 3). Para la primera variable, el mejor tratamiento fue el que contenia BA 3 mg/L
+ AlA 0.5 mg/L (2.5£0.49, mientras que para la longitud el mejor tratamiento fue el
de BA 3 mg/L + AIB 0.5 mg/L (5.4+0.22 cm).
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Fig 3. Efecto de las distintas concentraciones de los reguladores de crecimiento en
el promedio del numero de brotes generados por los explantes (barras), y la longitud
en centimetros (linea roja).

Fig 3. Effect of distinct concentrations of growth regulators on the mean of number

of shoots produced by the explants (bars), and length in centimeters (red line).

AlA: acido indolacético; AIB: acido indolbutirico; BA: bencilaminopurina. Letras diferentes en las
columnas indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p=0.05). Mayusculas
para numero de brotes, minusculas para longitud. Las barras de error indican el error estandar.

3.2 Aclimatizacién ex vitro
Se obtuvo un 100% de supervivencia en las 20 plantas llevadas a aclimatizacion.

Estas se mantuvieron vigorosas en las condiciones de la incubadora, asi como en
invernadero. Generaron raices a las tres semanas.
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4. DISCUSION

Para romper la dormancia de las yemas axilares aisladas de la planta de piia, se
han utilizado distintos reguladores, destacando el uso de citocininas, ya sea
combinadas o no con auxinas. El presente estudio utilizé KIN, sin embargo, Harahap
et al. (2019) obtuvieron callo organogénico en yemas de pifia al agregar este
regulador al medio en una concentracion menor, 0.5 y 1 mg/L. En diversas
publicaciones se utiliz6 BA en concentraciones que variaron de 0.01 mg/L a 8 mg/L,
solo o en combinacion con ANA, AIA o AIB (Khan et al., 2004; Zuraida et al., 2011;
Nelson et al., 2015; Sulaiman et al., 2020). En estas publicaciones este medio fue
utilizado para la fase de induccion, es decir, los explantes fueron colocados
directamente en esta fase de la micropropagacion. En contraste, Medina et al.
(2014) utilizaron un medio de induccién que contenia 0.5 mg/L de BA, 0.5 mg/L de
ANA y 0.5 mg/L de AIB para las yemas aisladas. De igual manera, Usman et al.
(2013) utilizaron primero un medio adicionado con 5 mg/L de BA'y 0.1 mg/L de ANA.
Por otro lado, Sripaoraya et al. (2003) emplearon un medio para iniciacion con 2
mg/L de AIB, 2 mg/L de ANA y 2 mg/L de KIN. En ninguno de los trabajos citados
se reporto la efectividad de los medios de cultivo en la brotacion de las yemas,
mientras que en el presente estudio se registra este efecto. Ayenew et al. (2021) e
Ibrahim et al. (2013) colocaron las yemas en medio sin ningun regulador de
crecimiento, sin mencionar ningun porcentaje de brotacion, pero con éxito aparente,
ya que reportaron una media de 13.14 y 13.6 brotes respectivamente, en su etapa
de multiplicacion. De hecho, Reinhardt et al. (2017) en su revision mencionaron que
los primeros 45 dias de inicio del cultivo de yemas, es conveniente no afiadir ningun
regulador en el medio, basado en su literatura consultada. Esto tiene sentido si se
considera que en esta técnica se elimina el meristemo apical, acabando asi con la
dominancia de este.

El uso de las nanoparticulas de plata suele ser relacionado con la desinfeccion, no
obstante, existen trabajos donde, al igual que en el presente, tienen un efecto
benéfico en el crecimiento y desarrollo de explantes en condiciones in vitro al ser
agregadas al medio de cultivo, aunado a la eliminacion de contaminantes
endogenos de las plantas y la inhibicién de los efectos del etileno (Bello-Bello &
Spinoso-Castillo, 2023). Chavez-Garcia et al. (2020) encontraron que con la adicién
de hasta 50 mg/L de nanoparticulas de plata, la longitud de los brotes obtenidos de
yemas apicales de Gladiolus spp fue mayor que en la ausencia de éstas.

Distintos reguladores de crecimiento, en diferentes concentraciones, han sido
utilizados para la técnica de proliferacion de yemas axilares de A. comosus. Como
mencionaron Reinhardt et al. (2017), en general la relacién de citoquininas y auxinas
debe ser 3:1 para la fase de multiplicacion de la pifia, esto coincide con Medina et
al. (2014), quienes obtuvieron un promedio de entre 18 y 20 brotes por explante
utilizando 3 mg/L de BA y 1 mg/L de ANA, después de cuatro semanas de cultivo.
En nuestro estudio se obtuvieron un menor numero de brotes utilizando la misma
proporcion de reguladores. De igual manera, otros estudios obtuvieron numeros
mas bajos de brotes, por ejemplo, Da Silva et al. (2016) utilizaron 0.5 mg/L BAy 0.1
mg/L ANA, mencionaron haber obtenido un promedio de 10 brotes por planta, en
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una proporcion similar de citoquininas y auxinas. Otros autores utilizaron
proporciones diferentes, tal es el caso de Mhatre et al. (2011), quienes utilizaron 1.8
mg/L de ANA, 2 mg/L de AIB y 2 mg/L de KIN, para multiplicacién en la variedad
Queen, siendo una de las pocas publicaciones que utilizan KIN para esta fase de
micropropagacion, aunque no mencionan cuantos brotes obtuvieron.

Por otra parte, distintos estudios encontraron mejores resultados, en proliferaciéon
de yemas, usando solo citoquininas, por ejemplo, Zuraida et al. (2011) en medio con
5 mg/L de BA, reportaron el crecimiento de un promedio 6.98 brotes por explante
en un mes, al igual que Nelson et al. (2015), en la variedad MD2, probaron medio
con 6 mg/L BA y sacarosa a 50 g/L, y obtuvieron 7.5 brotes, después de cuatro
meses. Contrario a esto, Harahap et al. (2019) obtuvieron callo utilizando solamente
citocininas en bajas cantidades (BA 0.5-1 mg/L), siendo el unico estudio con estos
resultados. Finalmente, contrasta que los autores Sulaiman et al. (2020), utilizando
la misma variedad MD2 que en este estudio, obtuvieron los mejores resultados en
los promedios de numero de brotes (2.84£0.5) y su altura (4.4+0.3 cm) en medio con
1 mg/L de la auxina ANA, mientras que en la presente investigacion las auxinas por
si solas no dieron resultados favorables.

Es importante sefalar que, aunque las plantas pertenezcan a la misma especie, e
incluso variedad, pueden tener variaciones en su genotipo y en la expresion de los
genes. Esto dando como resultado diferentes concentraciones endégenas de
hormonas vegetales, que tendran un efecto en el desarrollo de las plantas llevadas
a condiciones in vitro (Reinhardt et al., 2018; Suarez, 2020). De ahi la importancia
de la investigacion sobre qué reguladores de crecimiento, y en qué concentraciones,
tienen el efecto deseado en cada especie, variedad o genotipo, segun el propdsito
del trabajo de cultivo in vitro.

Con respecto a la caulogénesis, esta ha sido reportada en medios con los
reguladores de crecimiento, y en las mismas concentraciones que se utilizaron en
este trabajo, tanto para organogénesis directa (Blanco et al., 2017) como indirecta
(Pineda et al., 2012), incluso se ha reportado un trabajo donde se utilizan
concentraciones mas bajas de ANA y BA (0.37 mg/L y 0.44 mg/L respectivamente)
obteniéndose resultados similares (Scherer et al., 2013). La rizogénesis o
enraizamiento se ha llevado a cabo con AIB en las plantas de pifia in vitro (Ayenew
etal., 2013; Hamad et al., 2013), mientras que en el presente trabajo no tuvo ningun
efecto relacionado con la rizogénesis, la elongacion, o la proliferacion de yemas.

La aclimatizacion se logro facilmente en diversos estudios, como ejemplo podemos
citar el trabajo de Medina et al. (2014), quienes lograron aclimatar vitroplantas de
pifia, que aun pasadas 12 semanas se mantuvieron vigorosas, utilizando un sustrato
de tierra, arenay musgo (1:1:1). De igual manera, Ayenew et al. (2021) mencionaron
que sus plantas de pifa en la fase de aclimatacion, usando un sustrato de tierra,
arena y composta (2:1:1), obtuvieron una buena respuesta. De forma similar,
Zuraida et al. (2013) reportaron una adaptacion ex vitro de casi 100% de
supervivencia, al igual que Lakho et al. (2023), quienes también alcanzaron
porcentajes elevados de supervivencia en la aclimatacién (86-100%) con diferentes
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sustratos. La pifa tiene una fisiologia adaptable, ya que puede pasar de
metabolismo C3 a CAM en condiciones de estrés, como puede ser la etapa de
aclimatacion; esta adaptacion podria facilitar la supervivencia de plantas de pifa
llevadas a condiciones ex vitro (Aragon et al., 2012).

Finalmente, la proliferacion de yemas axilares en A. comosus variedad MD2, o pifia
miel, se pudo llevar a cabo a partir de yemas inactivas aisladas. El mejor medio de
cultivo para obtener un mayor porcentaje de brotacion (75%) fue el que contenia
una concentracion de 2 mg/L de KIN, y 34 mg/L de nanoparticulas de plata. El
tratamiento que presentd mejores resultados en el promedio de la longitud de los
explantes (5.4+0.89 cm) fue el de 3 mg/L de BA + 0.5 mg/L de AIB, mientras que el
promedio mayor de numero de brotes (2.5+2.09) se observé en el medio con 3 mg/L
de BA y 0.5 mg/L de AIA. Cabe mencionar que el medio adicionado con 2 mg/L de
BA 'y 5 mg/L de ANA también se observo organogénesis directa. La aclimatacion de
las plantas llevadas a condiciones de invernadero fue exitosa, con 100% de
supervivencia. Este trabajo ofrece una alternativa a la propagacion tradicional,
siendo una técnica detallada de propagacién masiva para A. comosus de Tomatlan,
Jalisco.
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