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RESUMEN

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Universidad Nacional
Agraria (UNA), km 12.5 carretera panamericana norte Managua, Nicaragua entre los meses de
marzo a agosto del 2022 con el objetivo de evaluar en (Ananas comosus L. Merril) cv. MD-2
los efectos de reguladores de crecimiento y de los modelos de Biorreactor Econémico de
Inmersidén Temporal (BEIT) y Biorreactor de Movimiento Ondulatorio de Inmersion Temporal
(BIMOT). En la fase de multiplicacion se evaluo el efecto del tratamiento testigo y de tres dosis
de la citoquinina 6-Bencil aminopurina (6-BAP) en tejidos establecidos en BEIT de 1 litro sin
soporte y con soporte; ademas en la fase de multiplicacion se experimento con 4 densidades de
siembra de tejidos en BIMOT. En la fase enraizamiento se evalu6 el tratamiento testigo y 4
concentraciones de Acido Indol Acético (AIA), mientras que en la fase de aclimatacion se
analizo el efecto en el crecimiento de las plantas de los productos PROMET® Cu, NATURAM
5y Carboxy Min L. En la fase de multiplicacion en BEIT de 1 litro con soporte y sin soporte
en el tratamiento testigo se alcanzaron las mejores categorias estadisticas de las variables
longitud de tallo y numero de raices. La brotacion axilar fue superior en los tratamientos que
contenian 1, 2 y 3 mg L de 6-BAP con medias respectivas de 4.90, 5.00 y 4.95. Con densidades
de siembra de 90 y 100 tejidos en BIMOT se lograron medias de brotacion axilar de 2.28 y 2.55
cm, respectivamente. Entre las medias de la variable nimero de brotes axilares en las 4
densidades de siembra no se presentaron diferencias estadisticas, mientras que con densidad de
siembra de 70 tejidos el nimero de hojas y de raices con medias respectivas de 4.65 y 1.15
resultaron significativamente superiores a las medias de 4.15 hojas y 0.65 raices producidas en
densidad de siembra de 100 tejidos. En la fase de enraizamiento en BIMOT con adiciones de
0.75y 1.00 mg L de AIA se presentaron las mejores categorias estadisticas en las variables
longitud de tallo, nimero de hojas y nimero de raices. El producto aportador de micronutrientes
de alta asimilacion Carboxy Min L. en las 3 variables evaluadas y en el porcentaje de
supervivencia presentaron mejor respuesta morfogénica en relacion con el tratamiento testigo
y a la aplicacion del producto fertilizante PROMET® Cu.

Palabras claves: Pifia, micropropagacion, yemas axilares, BEIT, BIMOT.
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ABSTRACT

The study was carried out in the Tissue Culture Laboratory of the National Agrarian University
(UNA), km 12.5 Pan-American Highway North Managua, Nicaragua between the months of
March and August 2022 with the objective of evaluating (Ananas comosus L. Merril) cv. MD2
the effects of growth regulators and the models of Bioreactor Economic of Temporary
Immersion (BEIT) and Bioreactor of Wave Motion of Temporary Immersion (BIMOT). In the
multiplication phase, the effect of the control treatment and three doses of the cytokinin
6Benzylaminopurine (6-BAP) in tissues established in 1liter bioreactors BEIT without support
and with support were evaluated; In addition, in the multiplication phase, experiments were
carried out with 4 tissue sowing densities in BIMOT. In the rooting phase, the control treatment
and 4 concentrations of Indole Acetic Acid (IAA) were evaluated, while in the acclimatization
phase, the effect on plant growth of the PROMET® Cu, NATURAM 5 and Carboxy Min L
products was analyzed. In the multiplication phase in 1liter bioreactors BEIT with support and
without support in the control treatment, the best statistical categories of the variables stem
length and number of roots were reached. Axillary sprouting was higher in the treatments
containing 1, 2 and 3 mg L of 6-BAP with respective means of 4.90, 5.00 and 4.95. With
sowing densities of 90 and 100 tissues in BIMOT, average axillary sprouting of 2.28 and 2.55
cm, respectively, was achieved. Among the means of the variable number of axillary shoots in
the 4 planting densities, there were no statistical differences, while with a planting density of
70 tissues the number of leaves and roots with respective means of 4.65 and 1.15 were
significantly higher than the means of 4.15 leaves and 0.65 roots produced at a seeding density
of 100 tissues. In the rooting phase in BIMOT with additions of 0.75 and 1.00 mg L of IAA,
the best statistical categories were presented in the variables stem length, number of leaves and
number of roots. The product that provides high assimilation micronutrients Carboxy Min L. in
the 3 variables evaluated and, in the survival, percentage presented a better morphogenic
response in relation to the control treatment and to the application of the PROMET® Cu
fertilizer product.

Keywords: Pineapple, micropropagation, axillary shoots, BEIT, BIMOT.
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I. INTRODUCCION

“La pifia (Ananas comosus L. Merril) por su aroma Unico y sabor dulce acido es una de las
mejores frutas tropicales, ocupa uno de los primeros lugares a nivel mundial. Su origen es
suramericano de la Amazonia y Orinoquia, extendiéndose luego por toda la América Latina”
(Cristancho et al., 1991, p. 8). Por otro lado, Dane (2016) reafirma que tiene como origen
América del Sur ya que no se conoce con certeza el pais de procedencia, pero por su
domesticacion se cree que puede ser de una zona entre Brasil y Uruguay (p. 1).

La pifia es una planta vivaz con una base formada por la union compacta de varias hojas
formando una roseta. De las axilas de las hojas pueden surgir retofios con pequefias rosetas
basales, que facilitan la reproduccién vegetativa de la planta, las flores dan fruto sin necesidad
de fecundacion y del ovario hipogino se desarrollan unos frutos en forma de baya, que, junto
con el eje de la inflorescencia y las bracteas, dan lugar a una infrutescencia carnosa (sincarpio)
(Brenes, 2006, p. 28).

Segun Lopez (1996), “Esta especie se ha convertido en una de las principales frutas comerciales
del tropico, se produce en numerosas regiones tropicales del mundo y se exporta sobre todo a
Estados Unidos y la Union Europea” (Citado por Zamora y Juarez, 2008, p. 49). EI TICA (2004),
afirma que “este cultivo es el futuro para los pequefios agricultores y para el pais como generador
de mayores ingresos, por la demanda internacional con posibilidad de exportacion a Estados

Unidos y Europa para el consumo fresco”.

La fruta de pifia cv. MD-2, para el mercado internacional tiene excelentes cualidades como alto
valor Brix (17% para fruta madura), baja acidez entre 0,4 y 0,45 (% acido citrico), tamafio de
fruta mediano (1,5 a 2,0 kg), forma cilindrica, tamafio de nucleo pequefio, exhibir una larga vida
util (alrededor de 30 dias) frente a los 21 dias de las variedades normales y es capaz de resistir
en almacenamiento en frio hasta dos semanas. Es resistente al pardeamiento interno, sin
embargo, es susceptible a la pudricién del nucleo de los frutos y sensible a pudricion del cogollo

(Phytophthora nicotianae) (Assumi, et al., 2021).

En el cultivo de pifia el sistema de propagacion que se da a través de retofios o hijuelos tiene la

desventaja de que el material seleccionado baja su calidad en cada ciclo de cultivo, la



contaminacion de plagas y enfermedades son heredadas de sus plantas madre e incluso este
método de propagacion induce a elevar los costos de produccion (Suérez, 2011).

Sandoval (2001) citado por Chavarria y Lopez, (2010, p. 2), “La micropropagacién facilita
transferir al campo material mas sano, libre de plagas y enfermedades, disponer de material de
siembra en cualquier época del afio, multiplicar aceleradamente genotipos deseables, transportar

facilmente los propagulos, uniformar las plantaciones y obtener cosechas mas precoces”.

En Nicaragua se reportan dos investigaciones realizadas en micropropagacion de pifia cv. MD-
2: en organogénesis directa Zamora y Juarez (2008), en embriogénesis somatica Rocha y
Treminio (2008).

En los altimos afios se han desarrollado investigaciones sobre automatizacion en la propagacion
de plantas, que incluyen el disefio de nuevos sistemas que reducen los costos, permiten una
mayor optimizacion biologica por los altos coeficientes de multiplicacion que se obtienen y un
mejor comportamiento de las vitroplantas ex vitro porque se mejora el metabolismo autotréfico
durante la fase in vitro (Aitcken-Christie et al., 1995).

Las ventajas de los Biorreactores en sistemas de inmersion en medio liquido sobre la
micropropagacion tradicional parecen ser el resultado de las condiciones fisicas creadas en el
recipiente de cultivo debido al aporte mas eficiente de los elementos nutritivos, minima
interrupcién del intercambio de gases entre el explante o embridn y la atmosfera, no hay
acumulacidn excesiva de gases nocivos para los tejidos y la dispersion de los tejidos por efecto

del flujo de aire en recipiente (Pérez et al., 1998).

El presente estudio se experimentd con dos modelos de birreactores innovados en la Universidad
Nacional Agraria (UNA) denominados como Biorreactor Econdmicos de Inmersion Temporal
(BEIT) y Biorreactor de Movimiento Ondulatorio de Inmersion Temporal (BIMOT). Estos
modelos de biorreactores son una nueva herramienta tecnoldgica dirigida principalmente al
segmento de productores dedicados a la multiplicacion masiva asexual del cultivo de pifia;
considerando que puede mejorar tanto la eficiencia de los procesos de propagacién in vitro,

como la reduccidn del costo por unidad de planta producida.



11.OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar en el cultivar de pifia MD-2 (Ananas comosus L. Merril), las mejores concentraciones
de los reguladores de crecimiento en los tejidos in vitro durante las fases de multiplicacion y
enraizamiento en condiciones de dos modelos de biorreactores y la respuesta del crecimiento

de las plantas in vitro en la aclimatacion.

2.2 Objetivos especificos
Definir en la fase de multiplicacion la mejor respuesta morfogénica de plantas in vitro en
diferentes combinaciones del regulador de crecimiento 6-Bencil aminopurina (6-BAP)

en condiciones de BEIT de 1 litro, sin y con soporte de tejidos.

Identificar en la fase de multiplicacion las densidades de siembra de tejidos en BIMOT
de 7 litros que determinen los mejores coeficientes de multiplicacién y de crecimiento de

las plantas obtenidas.

Determinar en la fase enraizamiento las mejores concentraciones de Acido Indol Acético

(AIA) que base a respuesta morfogeénica de las plantas producidas.

Identificar en la fase de aclimatacion el producto Biofertilizante que mejor estimule el

crecimiento y la supervivencia de las plantas.



I11. MARCO DE REFERENCIA

“En Nicaragua el cultivo de la pifia se inicia en los afios 50 con la introduccion de la variedad
Monte Lirio en el municipio de Ticuantepe donde se cultivaba de manera tradicional”. El mismo
autor recalca que “en los afios 80 el cultivo toma auge considerandose como altamente rentable
debido a sus caracteristicas genéticas que hacen posible planificar la produccion durante todo el

afio productivo” (Rose, 2006, p. 69).

Caicedo y Penaranda (2013) destacan que “la pifa es una de las frutas tropicales mas
consumidas en el mundo, su favoritismo es gracias a su delicioso sabor, ya sea en fresco o
transformada, a esto se suma sus multiples propiedades nutricionales y medicinales que posee”

(Citados por Bustamante et al., 2017, p. 127).

“La propagacion de la pifia es por brotes vegetativos que la misma planta emite en forma natural
son utilizados para el establecimiento de nuevas areas. Con el fin de depurar y conservar la
pureza genética de las variedades utilizadas” (Superintendencia de Industria y Comerio, 2015,
p. 11). Vargas (2009), afirma que “la propagacion se realiza utilizando hijuelos ubicados en la
base de la planta, tallo base del fruto (bulbillo) o de la corona; cada uno presenta un ritmo de

crecimiento diferente” (p. 18).

La propagacion por el método convencional de pifia produce un ndmero muy limitado de
propagulos, lo cual restringe la disponibilidad de material vegetal para la plantacién a gran
escala. Ademas de la limitacién del método convencional, los cultivos son atacados por insectos

y hongos (Blanco et al., 2011).

“La propagacion in vivo de pifia puede considerarse facil, pero la tasa de multiplicacion de los
propagulos es baja y se necesitarian 8 afios para producir suficientes propagulos a partir de una
planta madre”. Por otro lado, “los retofios producidos mediante este método no estan libres de
enfermedades. Asi, la necesidad de mejorar las tasas de multiplicacion de los genotipos élite se
ha dirigido al desarrollo de técnicas de cultivo de tejidos para la pifia” (De Almeida et al., 2002,
p. 298).

“La micropropagacion comprende un conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos
utilizados para multiplicar plantas en forma réapida y en grandes cantidades. A partir de una

planta seleccionada, se obtiene una descendencia uniforme, con plantas genéticamente
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idénticas”. El mismo autor argumenta que “el término in vitro se refiere a la introduccion de los

explantes en un frasco o recipiente sellado donde se sumerge en un medio de cultivo estéril”

(Castillo, 2004, p. 1).
Perea (2009), afirmé que:

Los procesos de propagacion clonal en el cultivo de tejidos vegetales se caracterizan
por obtener un gran nimero de plantas genéticamente idénticas a partir de pequefios
segmentos de una planta donante, acorde con el sistema del cultivo y su
mantenimiento. Sin embargo, el tipo de explante y su estado fisioldgico, la
composicion del medio de cultivo y las caracteristicas de la especie, son factores que

influyen en la respuesta 6rgano genética del tejido. (p. 23)

Las principales técnicas de cultivo de tejidos vegetales son la propagacion clonal a gran escala
de plantulas (micropropagacion), la regeneracion de plantas libres de virus y patégenos
(limpieza clonal), la conservacion de los recursos genéticos de las plantas (conservacion de
germoplasma), produccién haploide y doble haploide y la produccion de plantas transgénicas
(Torres et al., 1998, p. 509).

“La micropropagacion de plantulas de pifia tiene muchas ventajas sobre los métodos
convencionales de propagacién vegetativa. Por ejemplo, esta técnica permite un aumento rapido
y eficiente de variedades de pifa élite seleccionadas”. Estos investigadores destacan que
“muchos autores han informado sobre la produccion exitosa de pifia a través del sistema de

micropropagacion durante los ltimos afios” (Danso et al., 2008, p. 615).

“Los sistemas in vitro agrupan basicamente cinco etapas que consisten en: 1) seleccion de la
especie, 2) establecimiento del medio de cultivo, 3) desarrollo del tejido, 4) enraizamiento y 5)
acondicionamiento. Cada una de estas etapas son importantes dependiendo del objetivo que el

investigador se proponga realizar” (Perea, 2009, p. 2).

“Los sistemas de micropropagacion de plantas utilizan medios semisélidos de forma
convencional. Sin embargo, la manipulacion y lavado de gran nimero de recipientes durante el

cultivo in vitro incrementa los costos de operacion” (Castillo, 2004, p. 6).

“El empleo de medios liquidos es primordial para lograr la automatizacion de los procesos de

cultivo in vitro. Sin embargo, el contacto constante de los explantes con el medio de cultivo
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liquido puede producir hiperhidricidad”. Estos mismos autores recomiendan “para reducir o
eliminar este problema se proponen sistemas donde el explante esté en contacto intermitente
con el medio liquido y se produzca una renovacion continua de la atmoésfera del envase para

evitar acumulacion de gases toxicos como el etileno” (Chavez et al., 2018, p. 553).

“Para resolver estos problemas se desarrollaron los recipientes para la inmersion temporal, los
cuales son sistemas de cultivo que se basan en el contacto intermitente del medio liquido con
los explantes por un corto periodo de tiempo”. “Mediante el uso de este sistema de
micropropagacion se puede incrementar considerablemente el coeficiente de multiplicacion de
brotes en comparacion con las formas convencionales de propagacion” (George, 1993, p. 640).

Desventajas de la micropropagacion en medios de cultivo estacionarios:

1. Lamicropropagacion empleando medios de cultivo solidificados con agar consumen
tiempo y trabajo.

2. No contar con meristemos (tejidos) o en poco nimero, dificulta su escalado.

3. La produccion de un gran nimero de plantas a partir de unas pocas iniciales es
riesgoso, pues puede llegar a aumentar la variacion somaclonal (mutaciones).

4. Se incrementan los costos de produccion por el empleo de mucha mano de obra.

“La micropropagacion ademas de ser una tecnologia de alto costos requiere de transferencias
periddicas del material plantado a un medio fresco, después de 4-6 semanas, debido al
agotamiento de los nutrientes en el medio de cultivo y por él continuo crecimiento y
proliferacion de los cultivos, la cual es rapidamente limitado por el tamafio de los contenedores
de cultivo” (Etienne y Berthouly, 2002, p. 220).

Un aspecto para tener en cuenta acerca de la multiplicacion masiva de plantas mediante cultivo
de tejidos es que, en ocasiones puede inducir la aparicion de eventos mutacionales como
consecuencia de las nuevas condiciones ambientales, que imponen un estrés a las células
sometidas a cultivo in vitro (Phillips et al., 1994). El término variacion somaclonal es aceptado
para referirse a las variaciones que ocurren en el cultivo in vitro y que esta variacion podria
resultar por la ocurrencia de mutaciones, de cambios epigenéticos, o una combinacion de ambos

mecanismos.

Etienne y Berthouly, (2002) sefialan que:




Las ventajas del cultivo in vitro en un medio liquido son frecuentemente
contrarrestadas por problemas técnicos como asfixia, hiperhidricidad, fuerzas de corte
y la necesidad de equipamiento complejo. Para evitar tales problemas se han
desarrollados varios procedimientos que dan soporte al cultivo, siendo los Sistemas
de Inmersiéon Temporal (SIT) uno de los métodos mas implementados y el objeto de

estudio de esta investigacion.

Los biorreactores son aparatos para el cultivo a gran escala de células, tejidos u 6rganos en
medio liquidos. Para un creciente nimero de especies, estos han mostrado ventajas sobre la
micropropagacién en medio semisdlido, resultando en mayores tasas de multiplicacion,

reduccidn de espacio, energia y mano de obra (FAO/IAEA, 2004).

Takayama y Akita, (1996) reportan que “los primeros intentos de utilizar biorreactores para la
produccidn de brotes fueron realizados por Takayama y Mizawa (1981), con Begonias, a partir
de ese momento se produjeron varios trabajos con el empleo de esta técnica para la propagacién

de brotes, bulbos, microtubérculos y cormos”.

Aitcken-Christie et al., (1995) afirman que se han desarrollado investigaciones sobre la
automatizacion en la propagacion de plantas, que incluyen el disefio de nuevos sistemas para la
micropropagacion, ya que reducen el costo por explantes, permiten una mayor optimizacion
biolégica por los altos coeficientes de multiplicacion que se obtienen y un mejor
comportamiento de las vitroplantas en condiciones ex vitro como resultado de un mayor

metabolismo autotrofico durante la fase in vitro.

Cruz (2018) cita varios actores que han empleado en sus investigaciones diferentes modelos de

Sistemas de Inmersion Temporal entre ellos:

El Recipiente de Inmersion Temporal Automatizada (RITA®, Biorreactores de
Inmersion Temporal (BIT®), Biorreactor de Inmersion por Gravedad (BIG),
conocido como Biorreactor de Flujo Reflujo, Monobloc Advance Temporary
Immersion System (MATIS®) y biorreactor SETISTM (p. 70).

Entre los tipos de biorreactores, los de inmersion temporal se disefiaron basandose en el uso de
medios de cultivo liquido y la automatizacion del proceso de micropropagacion con la finalidad

de aumentar las tasas de multiplicacion de especies vegetales de interés agricola, forestal y
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medicinal; de esta manera se obtiene un mayor nimero de plantas por recipiente, el reemplazo

del medio de cultivo es sencillo y demanda poca mano de obra (Navarro, 2019, p. 24).

Escalona. (1999) describe “el funcionamiento de un sistema que esta constituido por dos frascos,
de los cuales, uno se utiliza para colocar el inoculo y en el otro frasco, el medio de cultivo”. El
mismo autor fundamenta que “ambos frascos poseen dos vias de acceso: la primera es para la
ventilacion y la segunda para el intercambio del medio de cultivo entre ambos frascos. En cada

frasco, la circulacion del aire es esterilizada mediante filtros hidrofébicos” (p. 102).

“La micropropagacion automatizada a través de los Biorreactores con Sistema de Inmersion
Temporal (SIT), tiene la posibilidad de producir grandes voliumenes de plantas y mayor facilidad
del escalado, los brotes estan siempre en contacto con el medio de cultivo y, por tanto, la
absorcion de los nutrimentos y la tasa de crecimiento se ven estimulados”. Los mismos autores
menciona que “estos sistemas poseen la ventaja (frente a los sistemas en medios semisolidos)
de minimizar el tiempo dedicado a la manipulacion del material y el requerimiento de personal”

(Georgiev et al., 2014, p. 611).

Con la automatizacion de los SIT se garantiza una mayor uniformidad de las plantas
desarrolladas y la posibilidad de controlar en tiempo real las condiciones de cultivo y
modificarlas de acuerdo con las necesidades especificas de cada fase de la propagacién in vitro
y del ensayo que se desee llevar a cabo. La monitorizacion en tiempo real de las variables
relevantes para dicho proceso hace que se eviten posibles incidentes negativos y con ello la

obtencion de cultivos deficientes (Orellano et al., 2016).

De acuerdo con Teisson et al., (1996), entre las ventajas de los Biorreactores en inmersion
temporal se encuentran: evitan la inmersion continua del material vegetal en el medio de cultivo,
proveen una adecuada transferencia de oxigeno, facilitan los cambios secuenciales y

automatizados del medio de cultivo, reducen la contaminacion microbiana y tiene bajo costo.

Los biorreactores tradicionales han sido modificados para la propagacion masiva de plantas,
disefiando diferentes tipos de recipientes y validados en diferentes especies de plantas. Entre los
tipos de biorreactores, los de inmersion temporal se disefiaron basandose en el uso de medios

de cultivo liquido y la automatizacion del proceso de micropropagacion con la finalidad de



aumentar las tasas de multiplicacion de especies vegetales de interés agricola, forestal y
medicinal (Albarran et al., 2014).

“El sistema de inmersion temporal en biorreactores constituye una herramienta tecnoldgica
interesante, principalmente para el sector dedicado a la multiplicacion masiva asexual de
plantas; dado que permite mejorar tanto la eficiencia de los procesos de propagacion in vitro en
distintas especies, como la reduccion del costo por unidad de planta producida” (Aguilar y Cruz,

2015).

Con los biorreactores de inmersion temporal, aunque se dinamizan los procesos de la
propagacion in vitro, tienen el inconveniente de que algunos modelos son dificiles de adquirir;
debido a su alto costo en el mercado nacional. Ademas del alto costo de adquisicion que tienen
biorreactores como los RITA®, su disefio tiene varios accesorios que, al manipularlos,

incrementan considerablemente los riesgos de contaminacion por bacterias y hongos.

“Con el modelo RITA®, la inmersion de los tejidos se realiza en un solo recipiente de plastico
y con inyeccion de aire comprimido permite que el medio de cultivo liquido que esté al fondo
del biorreactor llegue por capilaridad hasta la parte superior de la rejilla de malla plastica donde
se colocan los tejidos”. “La entrada del flujo de aire provoca un burbujeo en el medio de cultivo,
permitiendo que se remuevan los tejidos y se oxigenen durante el tiempo de inmersion” (Aguilar
y Cruz, 2013, p. 22).



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del Estudio

El estudio de micropropagacion de plantas de pifia cv. MD-2 se realiz6 en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria
(UNA), ubicada en el km. 12 % carretera norte, coordenadas 12°08" Latitud Norte y 86°10°
Longitud Oeste, a 56 msnm en el departamento de Managua, Republica de Nicaragua. Los
experimentos se realizaron en el periodo comprendido de marzo a diciembre 2022.

4.2 Lavado y esterilizacion de cristaleria, materiales y equipos

Para el lavado de los frascos de vidrio transparente utilizados como Biorreactores Econémicos
de Inmersion Temporal (BEIT) con volumen de 1 litro, se sumergieron durante 24 horas en una
palangana con capacidad de 30 litros de agua que se le agregd la cantidad correspondiente de
hipoclorito de sodio (NaClO) a una concentracion del 1 %; posteriormente se realizaron
enjuagues continuos con detergente diluido en agua por 20 minutos. Finalizada esa actividad se
procedio a la eliminacion de los residuos de detergente a través de la sumersion de los frascos
en una palangana que contenia solamente agua. Una vez que se lavaron los frascos, se colocaron
de forma invertida sobre una mesa durante una hora para lograr el escurrimiento completo del

agua.

Las bandejas de acero inoxidables, pinzas y escalpelos se esterilizaron en el horno a temperatura
de 180 °C durante 1 hora. El area de trabajo de la cdmara de flujo laminar se desinfectd con
alcohol al 90 % y posteriormente se expuso a luz ultravioleta durante 30 minutos antes de

proceder a la siembra de tejidos en los diferentes experimentos.

4.3 Fase de multiplicacion en BEIT

Respuesta morfogénica de tallos de pifia cv. MD-2 por efecto de cuatro variantes de medios de
cultivo, se realizé en condiciones de consistencia liquida sin soporte de brotes en los BEIT y en
medios liquidos con soporte de los brotes sobre material de poliuretano, como se observa en la

Figural (ayDb).
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Figura 1. Siembra de brotes de pifia MD-2 en BEIT. a) BEIT sin soporte. b) BEIT con soporte.

4.3.1 Medios de cultivo

En la fase de multiplicacion como medio basico se emplearon las sales propuestas por
Murashige y Skoog (MS) (1962) de consistencia liquida a las que se agregaron las dosis de
citoguinina 6-bencil aminopurina (6-BAP) de acuerdo con el tratamiento correspondiente. En la
fase de enraizamiento también se emple6 como medio basico las sales MS y como regulador de
crecimiento la auxina Acido indol-3 acético (AIA). Una vez preparados los medios de cultivos
en las fases de multiplicacion y de enraizamiento, el pH se ajustd a 5.8 con KOH (hidroxido de
potasio)1 molar (M) o HCI (Acido clorhidrico) 1 M. Los medios se esterilizaron en autoclave

durante 15 minutos a 121 °C y 1 atmdsfera de presion.

Para iniciar el estudio de multiplicacion se tomaron plantas in vitro formadas en la fase de
establecimiento con promedio de 3 a 5 hojas bien desarrollas (Figura 2a). En el area de trabajo
de la cdmara de flujo laminar, se extrajeron las plantas de frascos de vidrio con volumen de 220
ml que contenian 20 ml de medio de cultivo de consistencia semisolida. Las plantas se colocaron
sobre bandejas de acero inoxidable y con ayuda de escalpelos se procedié a hacerles cortes
transversales para eliminar las hojas justamente donde inicia el &ngulo de distribucion en forma
de roseta, producto del corte transversal el tallo presenta una longitud aproximada de 1 cm
(Figura 2b).
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Figura 2. a) Planta in vitro de pifia MD-2. b) Corte transversal para eliminar hojas donde
inicia distribucion en roseta de las hojas.

Una vez preparados los tejidos se procedi6 a la siembra en biorreactores modelo BEIT con
capacidad de 1 litro sin soporte (solo medio liquido) y con soporte (material de poliuretano) de
los brotes como se observa en la Figura 1a y 1b; posteriormente se trasladaron al cuarto de
crecimiento en condiciones de luz natural por un periodo de 12 horas luz y 12 en oscuridad, la
temperatura oscilé entre los 24 y 27 °C. A los BEIT se les inyect6 aire filtrado con frecuencia

de inmersién de 1 cada 24 horas y con tiempo de inmersién de 3 minutos.

Para definir el mejor comportamiento de los tejidos en la fase de multiplicacion en BEIT (1
litro) se experimentd con cuatro tratamientos caracterizados por la adicion diferentes
concentraciones de 6-Bencil aminopurina (Cuadro 1).

Cuadro 1. Variantes de medio de cultivos utilizados en la fase de multiplicacion in vitro de pifia
cv. MD-2

BAP*

Tratamientos (mg L) BEIT
T 0
T2 1 Sin soporte
Ts 2 Con soporte
Ta 3

*BAP: 6-bencil amino purina
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4.3.2 Disefio estadistico
En los dos tipos de modelo de BEIT sin soporte de los brotes y con soporte de los brotes con
material de poliuretano se establecieron de forma independiente en un disefio completo al azar
(DCA) con arreglo unifactorial con 20 observaciones por cada variante de medio de cultivo,
para un total de 80 observaciones por modelo de BEIT. Con los datos obtenidos por cada
variable evaluada en las cuatro variantes de medios de cultivo, se les realiz6 un ANDEVA por
modelo de BEIT y para encontrar diferencias significativas entre las medias de los tratamientos
se aplicd la prueba de rangos multiples de Duncan p< 0,05. Los datos se procesaron y analizaron

en el paquete estadistico INFOSTAT version 2020.

4.3.3 Variables evaluadas
A las cuatro semanas de establecido el experimento se evaluaron las variables longitud del tallo,

namero de hojas, nimero de brotes y nimero de raices.

Longitud de tallo (cm): Se midié con una regla milimetrada desde la base hasta donde

se distribuyen las hojas en roseta; la longitud se midi6é en cm.

Namero de hojas: Se contabilizaron Unicamente las hojas enteras emitidas y

caracterizadas por presentar apice lanceolado.

Numero de brotes axilares: Se cont6 el nimero de brotes axilares que se formaron en

el tallo.
Numero de raices: Se contd el nimero de raices formadas en la base del tallo.

4.4 Densidad de siembra en la fase de multiplicacion con BIMOT

4.4.1 Medios de cultivo
Se seleccioné como medio de cultivo la variante que contenia 3 mg L™ de BAP que presentd
buenos resultados de brotacién axilar a las cuatro semanas de permanecer en los BEIT con y sin

soporte de brotes de acuerdo con el acapite 4.3.1 de la fase de multiplicacion.

En el segundo experimento se empled el modelo de Biorreactor de Movimiento Ondulatorio de
Inmersion Temporal (BIMOT) que es un recipiente de material plastico traslicido de alta

densidad y con resistencia a altas presiones y temperaturas, ademas tiene dimensiones de 32 cm
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de largo, 21 cm de ancho y 10 cm de alto. Para el soporte de los tejidos se colocé en el fondo de
cada BIMOT una plataforma pléastica con orificios cuadrados de 3 mm.

El modelo de biorreactor BIMOT se caracteriza porque funciona en un solo recipiente donde se
distribuye el medio de cultivo liquido y los tejidos que se sostienen sobre una plataforma
adaptada a las dimensiones del biorreactor. A cada BIMOT se le agregaron 700 ml de medio de
cultivo de consistencia liquida conteniendo las sales, MS (1962) y la dosis correspondiente de
6-BAP.

Con el modelo BIMOT, la inmersion se realiza con la inyeccion de aire comprimido que permite
que el medio de cultivo liquido realice un movimiento ondulatorio que garantiza que el medio
Ilegue hasta la malla plastica que sostiene los tejidos. La entrada del flujo de aire estéril garantiza
la oxigenacion del medio de cultivo y el bafio de los tejidos durante el tiempo que se aplique la
inmersion. En el experimento se aplicd la inmersidn una vez cada 24 horas con una duracion de

3 minutos. EI modelo de biorreactor BIMOT con capacidad de 7 litros se observa en la Figura

Figura 3. Modelo de biorreactor BIMOT empleado para estudio de densidad de siembra con 7'0,
80, 90 y 100 tejidos de pifia cv. MD-2 en la fase de multiplicacion.

4.4.2 Disefio estadistico

En el experimento de densidad se sembraron por BIMOT en nimero de 70, 80, 90 y 100 tejidos
en una sola variante de medio de cultivo de consistencia liquida. Se empleé un disefio completo
al azar (DCA) con arreglo unifactorial. Se seleccionaron al azar 20 plantas por cada densidad
de siembra y se les evaluaron las variables longitud del tallo, nimero de hojas, nimero de brotes
y nimero de raices. A cada variable se le realizo analisis de varianza y la prueba de rangos
multiples de Duncan. El procesamiento de los datos se hizo en Excel y para el analisis estadistico
se empled el paquete estadistico INFOSTAT version 2020.
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4.4.3 Variables evaluadas
Cuatro semanas de establecido el experimento; por cada densidad de tejidos se analizaron 20

plantas y se les evaluaron las siguientes variables:

Longitud de tallo (cm): haciendo uso de una regla se midié desde la base hasta donde
se distribuyen las hojas en roseta.

Namero de hojas: Se contabilizaron Unicamente hojas enteras y apice lanceolado.

Namero de brotes: Se conto el nimero de brotes axilares formados en la parte inferior
del tallo.

Numero de raices: Se contd el nimero de raices formadas en el tallo.

4.5 Fase de enraizamiento
En esta fase se estudié el efecto de cinco tratamientos a diferentes dosis de Acido indol acético
(AlA) suministradas al medio de cultivo. Se emple6 el modelo de biorreactor BIMOT, con

frecuencia y tiempo de inmersién como se describe en el acapite 4.4.1.

4.5.1 Medios de cultivo
A cada BIMOT se le agregaron 700 ml de medio de cultivo conteniendo las sales MS (1962) de
consistencia liquida y las dosis correspondientes de AIA. Los tratamientos se presentan en el
Cuadro 2.

Cuadro 2. Variantes de medios de cultivo utilizados en la fase de enraizamiento in vitro de pifia
cv. MD-2

Tratamientos AlA* (mg L")
T1 0.00
T2 0.25
Ts 0.50
Ta 0.75
Ts 1.00

*AlA: 4cido indolacético

4.5.2 Disefio estadistico

En el experimento de enraizamiento se emplearon plantas formadas a las que se les eliminaron
las hojas de forma similar a la descrita en el acapite 4.3.1. Los tratamientos evaluados fueron el
testigo y 4 dosis de AIA (0.00, 0.25, 0.50, 0.75 y 1.00 mg L) cada tratamiento conformado por
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un BIMOT de 70 tejidos para un total de 300 observaciones. Para la evaluacion de las diferentes
variables y por tratamiento se seleccionaron al azar 20 plantas. Se emple6 un disefio completo
al azar (DCA) y a cada variable se le realizé analisis de varianza y la prueba de rangos multiples
de Duncan. EI procesamiento de los datos se hizo en Excel y para el analisis estadistico se

empleo el paquete estadistico INFOSTAT version 2020.

4.5.3 Variables evaluadas
A las cuatro semanas se escogieron al azar 20 plantas y a cada una se le evaluaron las variables

longitud de tallo (cm), nimero de hojas y nimero de raices de acuerdo a la descripcion siguiente:

Longitud de tallo (cm): Se midié con una regla milimetrada desde la base hasta donde

se distribuyen las hojas en roseta, la longitud se midi6 en cm.

Namero de hojas: Se contabilizaron Unicamente las hojas enteras emitidas,

caracterizadas por presentar apice lanceolado.
Numero de raices: Se contd el nimero de raices formadas en el tallo.

4.6 Fase de aclimatacion

Para el experimento de aclimatacion de la pifia cv. MD-2 se utilizaron plantas in vitro
desarrolladas en la fase de enraizamiento. Una vez extraidas las plantas de los biorreactores
BIMOT se procedio al lavado de las raices con agua potable para eliminar los residuos de los
medios de cultivo, posteriormente fueron desinfestadas sumergiéndolas durante 15 minutos en

el producto fungicida/bactericida Kasugamycin a una dosis de 2 ml por litro de agua.

4.6.1 Fertilizacion en fase de aclimatacion
Para la fertilizacion de las plantas en la fase de aclimatacion se probd el efecto de los productos
NATURAM 5 (fertilizante organico bioestimulante), PROMET® Cu (fertilizante indicado para
prevenir y corregir la deficiencia de cobre en cualquier cultivo) y Carboxy Min L (aportador de
micronutrientes de alta asimilacion) en base a la respuesta en supervivencia, longitud del tallo,

namero de hojas y el nimero de raices producidas a las cuatro semanas de aclimatadas.

Como sustrato se utilizd compost que se agrego en bolsas de polietileno color negro con
dimensiones de 4 pulgadas de alto y 4 pulgadas de diametro. Previo a la siembra de las plantas,

el sustrato se humedecio hasta alcanzar su capacidad de campo, ademas se reg6 sobre el sustrato
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el mismo producto fungicida/bactericida con similar dosis como la descrita en el acapite 4.6.
Ademas, a las plantas aclimatadas se aplicé por aspersion el fungicida/bactericida Kasugamycin

en las hojas y en la base de las plantas a una frecuencia de dos veces por semana.

Los tratamientos definidos para la fertilizacion semanal de las plantas y las dosis
correspondientes se detallan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Productos fertilizantes y dosis suministradas durante la fase de aclimatacion de
plantas in vitro de pifia cv. MD-2

Tratamientos Producto Dosis (ml L)
T1 Testigo 0.00
T2 Carboxy Min L 1.00
Ts NATURAM 5 1.00
Ta PROMET® Cu 1.00

Nota: En anexos se presentan las descripciones técnicas de cada producto biofertilizante.

4.6.2 Disefio estadistico
Cada tratamiento lo conformaron 20 plantas y un total de 4 tratamientos para un total de 80
plantas. EI experimento se establecio en un disefio completo al azar DCA unifactorial, por cada
variable evaluada se realizd6 un andlisis de varianza (ANDEVA) y para determinar las
diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizo la prueba de Ducan o =0.05. Se empled

el paquete estadistico INFOSTAT versién 2020.

4.6.3 Variables evaluadas
A las seis semanas de aclimatadas las plantas de pifia cv. MD-2 se evalud la respuesta a la
supervivencia, ademas de las variables longitud del tallo, nimero de hojas y nimero de raices

producidas.

En la Figura 4 se observan plantas in vitro de pifia cv. MD-2 una vez sembradas en el sustrato
de compost. Las letras y nimeros que aparecen en las bolsas representan el tratamiento de

fertilizacion correspondiente que se aplicé una vez por semana.
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Figura 4. Plantas in vitro de pifia cv. MD-2 en fase de aclimatacion. T1) Tratamiento testigo sin
producto. T2) Aplicacion con el producto Carboxy Min L con dosis de 1.00 ml L. Ts)
Aplicacion con el producto NATURAM 5 en dosis de 1.00 ml L. T4) Aplicacion con el

producto PROMET® Cu (1 ml LY).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Fase de multiplicacion en BEIT y BIMOT

5.1.1 BEIT sin soporte de los brotes
En la fase de multiplicacion empleando BEIT de 1 litro de volumen se realizaron dos
experimentos, uno en la base del BEIT como soporte de los brotes y el otro sin soporte para los
brotes en el BEIT, en las dos variantes se inocularon 20 plantas. Se emplearon plantas de pifia

formadas en el primer subcultivo.

En longitud de tallo no se presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos testigo y a
los que se le agregaron 1y 2 mg L de 6-BAP con medias respectivas de 2.75, 2.48 y 2.30 cm.
El tratamiento con 3 mg L de 6-BAP con media de 2.05 cm Unicamente resulté inferior en
respuesta estadistica al tratamiento testigo. En numero de hojas las medias de los cuatro

tratamientos no presentaron diferencias significativas entre si.

En ndmero de brotes solamente la media de 1.67 brotes axilares obtenida en el tratamiento con
3 mg L de 6-BAP supero estadisticamente al tratamiento testigo cuya media fue de 0.80 brotes
axilares. En numero de raices, el tratamiento testigop con media de 1.60 superd
significativamente a los tratamientos que se les adicionaron 2 'y 3 mg L de 6-BAP con medias

respectivas de 0.60 y 0.50 raices.

Los resultados se presentan en el Cuadro 4 y en la Figura 5 se observan las plantas en BEIT sin
soporte de los brotes en los tratamientos con 0, 1, 2 y 3 mg L™ de 6-BAP.

Cuadro 4. Resultados de longitud de tallo, nimero de hojas, brotes y raices producidas por planta
de pifia cv. MD-2 en BEIT sin soporte de los brotes a las cuatro semanas

Regulador de Variables evaluadas
crecimiento
Tratamientos 6-BAP* Longitudde  NGmero  Numero  Namero
(mg L?) Tallo de hojas  de brotes  de raices
(cm) axilares
T1 0 2.75a 490 a 0.80b 1.60a
T2 1 2.48 ab 490 a 1.35ab 1.10 ab
Ts 2 2.30 ab 5.00a 1.40 ab 0.60 bc
Ta 3 2.05b 4.95a 1.67 a 0.50c

*BAP: 6-bencil amino purina. Letras desiguales por columna difieren para p < 0.05
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Figura 5. Plantas de pifia cv. MD-2 en fase de multiplicacion en BEIT sin soporte. a) tratamiento
sin adicion de 6-BAP. b) plantas con 1 mg L de 6-BAP.c) plantas con 2 mg L™ de 6-BAP. ¢)
plantas con 3 mg L* de 6-BAP.

5.1.2 BEIT con soporte de los brotes
En la variable longitud de planta la media de 2.70 cm lograda en el tratamiento testigo fue
superior estadisticamente solo a la media de 2.05 cm que se obtuvo en el tratamiento que
contenia 3 mg L de 6-BAP. La longitud de planta en los tratamientos con 1y 2 mg L™ de 6-
BAP obtuvieron medias respectivas de 2.48 cm y 2.30 cm, resultando similar estadisticamente
a los tratamientos sin adicion de 6-BAP y con 3 mg L™ de 6-BAP.

En la variable nimero de hojas no se presentaron diferencias estadisticas por efecto de los
tratamientos. En nimero de brotes axilares los tratamientos que se les agregd 6-BAP presentaron
medias significativamente superiores al tratamiento testigo que registré una media de 0.70,
mientras que en la variable nimero de raices la respuesta fue inversa porque los tratamientos
que se le adicionaron 6-BAP resultaron con medias significativamente inferiores a la media de
1.85 obtenida en el tratamiento testigo. Los resultados se presentan en el Cuadro 5y en la Figura
6 se observan las plantas en BEIT con soporte de los brotes en los tratamientos con 0, 1, 2y 3
mg L de 6BAP.
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Cuadro 5. Resultados de longitud de tallo, nimero de hojas, brotes y raices producidas por planta
de pifia cv. MD-2 en BEIT con soporte de los brotes a las cuatro semanas

Regu_lador de Variables evaluadas
) crecimiento
Tratamientos : _
6-BAP* Lor_1|9|tud de NUmero dN Emim NUmero
L) allo de hojas © IO e raices
(mg (cm) axilares
T1 0 2.75a 3.75a 0.70 b 1.85a
T 1 2.48 ab 3.95a 1.25a 0.70 b
Ts 2 2.30 ab 3.70 a 1.50 a 0.65b
Ta 3 2.05b 3.65a 155a 0.55b

*BAP: 6-bencil amino purine. Letras desiguales por columna difieren para p < 0.05

Figura 6. Plantas de pifia cv. MD-2 en fase de multiplicacién en BEIT con soporte. a) tratamiento
sin adicion de 6-BAP. b) plantas con 1 mg L de 6-BAP.c) plantas con 2 mg L de 6BAP. ¢)
plantas con 3 mg L de 6-BAP.

A las cuatro semanas de permanecer los tejidos del cv de pifia MD-2 en fase de multiplicacién
en los cuatro tratamientos (sin y con adicion de 1, 2, y 3 mg L de 6-BAP) el rango medio de
produccion de brotes axilares fue entre 0.80 y 1.67 en los BEIT sin soporte y entre 0.70 y 1.55

en el BEIT con soporte.

En los BEIT sin y con soporte el tratamiento testigo se caracterizd por presentar mejores valores
de las medias en las variables longitud del tallo y nimero de raices, respuesta que posiblemente
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es producto del contenido enddgeno de auxina que favorece el crecimiento de las plantas y de
la emision de raices, mientras que los tratamientos con 6-BAP estimulan una mayor brotacion
axilar. George, (1993) afirma que el efecto de las citoquininas en el cultivo de tejidos u érganos
puede variar en dependencia al tipo de compuesto que se utilice, el tipo de cultivo, la variedad

de planta y si el explante proviene de un tejido juvenil o maduro.

Los resultados de brotacion axilar obtenidos en el presente estudio se debieron a 5 factores: 1-
El regulador de crecimiento (6-BAP) agregado en diferentes dosis a los medios de cultivo, 2-
Del modelo de biorreactor empleado (BEIT), 3- De la frecuencia de inmersion 4- Del tiempo de
inmersion 5- Del genotipo.

En la fase de multiplicacion en BEIT la definicion de las 3 dosis de 6-BAP se hizo considerando
que el empleo de dosis mayores puede ser una causa de variacion genética conocida como
variacion somaclonal. Marulanda y Marquez, (2002) sefialan que la propagacion de plantas a
partir del cultivo de tejidos es un posible origen de inestabilidad genética debido al nimero de
subcultivos o bien a las concentraciones de reguladores de crecimiento utilizados para la

propagacion.

Atawia, et al., (2016) experimentando con la variedad de pifia Smooth Cayenne
lograron las mejores proliferaciones de brotes con la combinacién de diferentes
concentraciones de 6- BAP (0.25, 0.5, 1.0 mg L) con 2.0 mg L™ de la citoquinina
Kinetina (Kin) durante dos subcultivos sucesivos. No obstante, nuestros resultados
fueron superiores a los reportados por Zamora y Juarez (2008) que empleando
similares variantes de medios de cultivo estacionarios de consistencia liquida en
frascos de vidrio, obtuvieron rangos de medias de brotacion axilar entre 0.23y 1.20 y
con medios estacionarios de consistencia semisélida medias entre 0.33 y 0.68 brotes
axilares. Saucedo et al., (2008) reportan que para la proliferacion de brotes la mejor
concentracion fue en un medio de cultivo conformado por la totalidad de las sales del
MS suplementado con 3.5 y 4.0 mg L de BAP en la var. Champaka y la var.
Hawaiana con 3.5 mg L™ de BAP.

En el estudio no se alcanzo el promedio de 11 brotes después de permanecer los
tejidos durante 2 meses en biorreactores de inmersion temporal que emplea dos

recipientes, uno que contiene el medio de cultivo y otro que contiene los tejidos como
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lo reporta Llanos (2015), ese resultado se obtuvo en un medio de cultivo que contenia
las sales MS (1962) a las que agregd 2.10 mg L™t de BAP méas 0.30 mg Lt de ANA 'y
20 g L™ de sacarosa; ademas, la frecuencia de inmersion que programo a realizar cada
3 horas con un tiempo de inmersion de 3 minutos. La frecuencia y el tiempo de
inmersion en nuestro estudio fueron de 1 inmersion cada 24 horas con 3 minutos de

duracion y las plantas se evaluaron a las cuatro semanas.

En el cultivo de pifia el empleo del modelo de Biorreactor de Inmersion Temporal
(BIT) es eficiente porque cuando ocurre la inmersion tiene la ventaja que los tejidos
se sumerjan completamente en el medio de cultivo, permitiendo que esos tejidos
floten en un movimiento continuo durante se aplica la inmersion, efecto que puede
contribuir a que los tejidos sean favorecidos con la reduccion significativa de la
dominancia apical permitiendo que se produzca una mayor proliferacion o brotacién

axilar, de acuerdo a lo descrito por Escalona et al., (1999) y Llanos (2015).

En los BEIT con suministro de inmersion los tejidos permanecen al fondo del frasco cuando no
se usa soporte y si se usa los tejidos solo son mojados, en ambos casos el movimiento de esos
tejidos es minimo, por tanto, es posible que la dominancia apical tenga una expresion fuerte y
es dificil reducirla con una sola frecuencia y un tiempo de inmersién de tres minutos que resultan

insuficientes para lograr un mayor estimulo de la brotacién axilar.

5.1.3 Densidad de siembra en BIMOT
En la variable longitud de tallo con densidad de siembra de 100 tallos se obtuvo media de 2.55
cm que resultd superior estadisticamente a las medias de 1.90 y 2.03 cm que se registraron en
las densidades de 70 y 80 respectivamente. Con media de 2.28 cm la densidad de siembra de 90

tallos solo fue superior a la media obtenida con la densidad de 70 tallos.

En la Figura 7, se presentan los resultados de la variable longitud de tallo en la fase de
multiplicacién de pifia MD-2 con densidades de siembra de 70, 80, 90 y 100 tejidos a las cuatro

semanas de permanecer en los BIMOT.
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Figura 7. Longitud de tallo de plantas de pifia cv. MD-2 en BIMOT formadas en la fase de

multiplicacion a las cuatro semanas. Letras difieren para p < 0.05.

En ndmero de hojas con media de 4.65 en densidad de siembra de 70 tejidos resulté superior
estadisticamente a las medias de 4.30 y 4.15 hojas que se produjeron con 90 y 100 tejidos.
Resultd similar la respuesta estadistica de las medias 4.65 y 4.45 hojas obtenidas
respectivamente con la siembra de 70 y 80 tejidos. En la Figura 8, se presentan los resultados
de la variable nimero de hojas en la fase de multiplicacion de pifia MD-2 con densidades de

siembra de 70, 80, 90 y 100 tejidos a las cuatro semanas de permanecer en los BIMOT.,
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Figura 8. NUmero de hojas de plantas de pifia cv. MD-2 en BIMOT formadas en la fase de
multiplicacion a las cuatro semanas. Letras difieren para p < 0.05.

En la variable nimero de brotes axilares las medias de las densidades de 70, 80, 90 y 100 tejidos

presentaron similar comportamiento estadistico entre si con medias respectivas de 1.60, 1.73,
1.90 y 2.35 brotes axilares a las cuatro semanas.
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En la Figura 9 se presentan los resultados de la variable nimero de brotes axilares en la fase de

multiplicacién de pifia MD-2 a las cuatro semanas de permanecer en los BIMOT.

3_

Numero de brotes axilares

Setenta ' Ochenta ) Noventa
Densidad de siembra

Figura 9. Numero de brotes axilares de plantas de pifia cv. MD-2 en BIMOT formadas en la
fase de multiplicacion a las cuatro semanas. Letras difieren para p < 0.05.

En la densidad de 70 tejidos se obtuvo una media de nimero de raices de 1.15 que Unicamente
fue superior estadisticamente a la media de 0.65 alcanzada con densidad de siembra de 100
tejidos. Las medias de densidades de siembra de 80, 90 y 100 tejidos presentaron similares
categorias estadisticas con medias respectivas de 0.90, 0.75 y 0.65 raices. En la Figura 10 se
presentan los resultados de la variable nimero de raices. En la Figura 11, se observan plantas
formadas en la fase de multiplicacion de pifia MD-2 correspondiente a las cuatro densidades de

siembra.
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Figura 10. Numero de raices de plantas de pifia cv. MD-2 en BIMOT formadas en la fase de
multiplicacion a las cuatro semanas. Letras difieren para p < 0.05.
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Figura 11. Plantas de pifia cv. MD-2 en fase de multiplicacion correspondiente a las densidades
de siembra de 70, 80, 90 y 100 tejidos a las cuatro semanas de permanecer en los BIMOT.

El BIMOT al igual que el BEIT es un modelo de biorreactor innovado en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos de la Universidad Nacional Agraria (UNA) ubicada en Managua, Nicaragua
que se puede armar facilmente y sus componentes se localizan en establecimientos de acceso
popular, ademas tiene la ventaja de permitir la multiplicacion o enraizamiento de una buena

cantidad de tejidos.

Los resultados obtenidos a las 4 semanas de permanecer los tejidos en fase de multiplicacion en
densidades de siembra de 70, 80, 90 y 100, se presentaron valores de las medias similares a las
variables evaluadas en el experimento con el modelo de biorreactor BEIT sin y con soporte de
los brotes y en la variante de medio de cultivo que contenia 3 mg L. Esta respuesta nos indica
que es posible hacer los mismos ajustes y manejo de los tejidos que sugerimos para los acépites
5.1.1y 5.1.2. En la fase de multiplicacion en particular con los biorreactores BIMOT, se puede
prescindir de la plataforma de malla plastica que sirve de soporte de los tejidos para lograr un
movimiento de estos.

“El coeficiente de multiplicacion esta determinado por el promedio de brotacién axilar
que presente un cultivo y el reto actual de los propagadores de plantas esta en la
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disminucion de los costos y la diversificacion de las producciones ampliando el rango
de especies beneficiadas con la micropropagacion” (Jiménez, 1998).

En el presente estudio de micropropagacion de pifia MD-2 una forma de disminuir costos es
emplear en los biorreactores BIMOT una densidad de siembra de 100 tejidos y con una media
de 2.35 se pueden obtener 235 plantas por biorreactor en cuatro semanas.

5.2 Fase de enraizamiento en BIMOT

El objetivo del enraizamiento es promover la induccidn, iniciacién y diferenciacion radical en
los explantes provenientes de la fase de multiplicacion. Durante el enraizamiento se emplean
procedimientos como reducir la concentracion de sales minerales del medio a la mitad de su
composicion, aumentar la concentracion de auxinas, eliminando las citoquininas, disminuir la
concentracion de azucares, disminuir la intensidad luminosa, adicion de carbon activado, entre

otros.

“La formacion de raices in vitro es una practica generalizada y en ocasiones es el
unico método para enraizar una planta. La principal dificultad esta en inducir un
sistema radical que sea completamente efectivo cuando la planta se transfiere al
suelo”. (George, 1993)

El crecimiento de las plantas a las cuatro semanas presentd medias de longitud de tallo con
similar respuesta estadistica en los tratamientos que se le adicionaron 0.50, 0.75y 1 mg L de
AIA con medias respectivas de 1.81, 1.93 y 2. 04 cm. El tratamiento testigo con media de 1.28
cm resulto inferior a todos los tratamientos que se les adiciond AIA. Los resultados se presentan

en el Cuadro 3.

En nimero de hojas no se observaron diferencias estadisticas entre si cuando se adicionaron
cantidades de 0.50, 0.75y 1 mg L de AIA con medias respectivas de 4.45, 4.20 y 4.35. Con
0.25 mg L de AIA y media de 3.90 resulté significativamente superior a la media de 3.35 hojas

gue se obtuvo sin la adicién de AIA. Todos.

En el tratamiento con 1 mg L de AIA se obtuvo una media de 4.50 raices que superd
estadisticamente a las medias logradas en los tratamientos que se les agregaron 0.25 y 0.50 mg
L de AIA con medias respectivas de 3.50 y 3.70 raices. Los tratamientos que se les agregd

AlA resultaron significativamente superiores al tratamiento testigo sin AIA que tuvo una media
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de 2.20 raices. Los resultados se presentan en el cuadro 6 y en la figura 12 se observan plantas

de los cinco tratamientos evaluadas a las 4 semanas.

Cuadro 6. Resultados de longitud de tallo, nimero de hojas y raices producidas por planta de
pifia cv. MD-2 en BIMOT a las cuatro semanas en fase de enraizamiento

Regu_lao_lor de Variables evaluadas
) crecimiento
Tratamientos _
AlA* Longitud de NUmero de Numero
Tallo ] ,
(mg L) (cm) hojas de raices
T1 0.00 1.28¢c 3.35¢ 2.20c¢c
T 0.25 1.62b 3.90b 3.50b
T3 0.50 1.81 ab 4.45 a 3.70b
Ta 0.75 1.93 ab 4.20 ab 4.05 ab
Ts 1.00 2.04 a 435a 450 a

*AIA: Acido indol acético. Letras diferentes por columna difieren para p < 0.05

Figura 12. Plantas de pifia cv. MD-2 formadas en la fase de enraizamiento. a), Tratamiento
testigo sin AIA. b) Tratamiento con 0.25 mg L de AIA. ¢) Tratamiento con 0.50 mg L de
AlA. d) Tratamiento con 0.75 mg L de AIA. ) Tratamiento con 1.00 mg L de AIA.
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Los resultados del presente estudio superaron a los obtenidos por Jiménez (2005) en la
micropropagacion de pifia cv. MD-2, comparando un medio semisélido (7 g L™ de agar) con un
medio liquido en biorreactores, utilizando una sola variante de medio de cultivo MS (1962)
suplementado con 2 mg L de 4cido indol butirico (AIB) + 2 mg L™ 4cido naftaleno acético
(ANA) + 2 mg L de kinetina, tuvo resultados después de 2 semanas con promedios de 1 raiz
en medio semisolido y de 2 con medio liquido en biorreactores.

En las variables numero de hojas la media de hojas estuvo entre 3.35 y 4.45
hojas que resultaron superiores a las medias producidas en biorreactores BIT que fue
entre 2.58 y 2.91 en dos meses en el cv. MD-2 reportado por Llanos (2015).

La pifia cv. MD-2 no produjo las raices esperadas en nimero y didmetro
debido posiblemente a que las concentraciones de AlA adicionadas a las variantes de
medios de cultivo no fueron las éptimas, aunque estos resultados fueron superiores al
numero de raices que se indujo en las plantas obtenidas después de 4 semanas de
permanecer en fase de multiplicacion, donde la adicion de auxinas es nula y la
fitohormona que se adicioné fue la citoquinina 6-BAP. En cultivos como platano
(Musa spp.) cv. CEMSA %, Castro y Maradiaga (2015) reportan buenos resultados

empleando biorreactores del modelo BEIT.

5.3 Fase de aclimatacion

A las seis semanas de evaluadas las plantas en fase de aclimatacidn se encontraron diferencias
estadisticas entre los tratamientos, favoreciendo en longitud del tallo la aplicacién del producto
biofertilizante Carboxy Min L lograndose una media de 2.78 cm que superd significativamente
a las medias que se obtuvieron con los tratamientos sin aplicacion de producto (testigo) y con el
producto biofertilizante PROMET® Cu con medias respectivas de 2.15 y 2.38 cm. El producto
fertilizante organico NATURAM 5 con una media de longitud de tallo de 2.52 cm, presentd

similar comportamiento estadistico al producto Carboxy Min L.

El numero de hojas producidas fue mejor por efecto del tratamiento Carboxy Min obteniéndose
una media de 7.25 hojas que resultd superior a los otros tratamientos. No se presentaron
diferencias entre las medias logradas en los tratamientos testigo, PROMET® Cuy NATURAM
5 con medias respectivas de 5.10, 4.80 y 4.85 hojas.
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Con media de 9.25 raices producidas en el tratamiento Carboxy Min L. super0 estadisticamente
a las medias de raices de 5.90 y 7.30 obtenidas en los tratamientos testigo y PROMET® Cu
respectivamente. Con media de 8.55 raices producidas en el tratamiento NATURAM 5 superé

significativamente a la media que se obtuvo en el tratamiento testigo.

Solamente con la aplicacién de Carboxy Min L. las plantas presentaron el 100 % de
supervivencia, mientras que con los productos PROMET® Cuy NATURAM 5 la supervivencia

fue del 90 %. En el tratamiento testigo la supervivencia de las plantas fue del 85 %.

En el Cuadro 7, se presentan los resultados y en las Figuras 13 y 14 se observan plantas de los

cuatro tratamientos evaluadas a las 6 semanas de su aclimatacion.

Cuadro 7. Resultados de longitud de tallo, nimero de hojas y nimero de raices producidas por
planta de pifia cv. MD-2 en fase de aclimatacion a las seis semanas

Variables evaluadas

Longitud
Tratamientos Dosis de Numerode NUmero Supervivencia
(ml L) Tallo hojas de raices (%)
(cm)

Testigo 0.00 2.15¢ 510b 590c 85
PROMET® Cu 1.00 2.38 bc 480 b 7.30 bc 90
NATURAM 5 1.00 2.52 ab 485D 8.55 ab 90
Carboxy Min L 1.00 2.78 a 7.25a 9.25a 100

Letras diferentes por columna difieren para p < 0.05

Fue minima la literatura encontrada que trate de la aplicacion de productos biofertilizantes para
ser asperjados o suministrados en la base de la planta que se esté aclimatando. Navarro (2019)
experimentando en cafia de azucar con diferentes frecuencias de aplicaciones de los productos
biofertilizantes PROTIFERLMW y MILAGRO PROMET en la fase de aclimatacién (una
aplicacion semanal durante seis semanas) estimularon que las plantas tuvieran los mayores

promedios en las variables longitud de plantas y volumen de raices.

30



Figura 13. Plantas de pifia cv. MD-2 a las seis semanas en fase de aclimatacion tratadas con los
productos: a) Tratamiento testigo; b) Carboxy Min L con dosis de 1.00 ml L; ¢) NATURAM
5 en dosis de 1.00 ml Lt; d) PROMET® Cu en dosis de 1 ml L.

Figura 14. Plantas de pifia cv. MD-2 a las seis semanas en fase de aclimatacion: a) Tratamiento
testigo; b) Con el producto Carboxy Min L; ¢) Con el producto NATURAM 5; d) Con el
producto PROMET® Cu.

El producto biofertilizante Carboxy Min L en las 4 variables evaluadas alcanz6 la mayor
categoria estadistica aun cuando fue suministrado a una menor dosis semanal en relacion a los
productos biofertilizantes NATURAM 5 y PROMET® Cu. Conforme a las especificaciones de
las fichas técnicas de los productos (ver anexos 1, 2 y 3) el Carboxy Min L resulté mas efectivo
en el crecimiento de las plantas in vitro de pifia debido a que esta constituido principalmente
acidos alifaticos que forman quelatos y evitar que estos se vuelvan insolubles garantizando que
los microelementos estén disponibles, mecanismo que resultd efectivo para la aclimatacion de
pifia., mientras que los biofertilizantes NATURAM 5 y el PROMET® Cu con su aplicacion
aportan a las plantas aminoacidos y en el caso de NATURAM 5 proporciona peptidato de cobre
y el PROMET® Cu ademaés de los amino&cidos proporciona sulfato de cobre pentahidratado y

nitrégeno organico.
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VI. CONCLUSIONES

La multiplicacion en biorreactores del modelo BEIT de 1 litro con y sin soporte de brotes, la
brotacion axilar present6 similar respuesta estadistica por efecto de las adiciones de 1, 2y 3 mg
L de BAP.

Con densidad de siembra de 100 tejidos la variable longitud de tallo presentd una media de 2.55
cm que resulto significativamente superior a las medias de 1.90 y 2.03 cm que se alcanzaron
con densidades de 70 y 80 tejidos respectivamente. Mientras que en la variable nimero de brotes
axilares no se presentaron diferencias estadisticas entre las medias de las cuatro densidades de
siembra. Con densidades de siembra de 70 y 80 tejidos en las variables nimero de hojas y
namero de raices se obtuvieron categorias estadisticas superiores a las que se presentaron con

densidades de siembra de 100 tejidos.

En la fase de enraizamiento realizada en BIMOT con adiciones de 0.75y 1.00 mg L de AIA
se presentaron las mejores categorias estadisticas en las variables longitud de tallo, nimero de

hojas y nimero de raices.

El producto aportador de micronutrientes de alta asimilacion Carboxy Min L favorecio en la
respuesta morfogénica en las variables longitud de tallo, nimero de hojas, numero de raices y
porcentaje de supervivencia, superando a los resultados obtenidos con el tratamiento testigo y

con la aplicacién del producto fertilizante PROMET® Cu.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar un experimento con la alternativa del corte del tejido longitudinalmente en dos partes
en las fases de multiplicacion y enraizamiento, practica que puede contribuir a eliminar la

dominancia apical y favorecer el incremento del coeficiente de multiplicacion.

Incrementar la frecuencia y el tiempo de inmersion en los tejidos inoculados tanto en
biorreactores BEIT y BIMOT.

En la fase de multiplicacion experimentar con otras citoquininas con el objetivo de mejorar la

brotacién axilar.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Ficha técnica del producto NATURAM 5.

&)FERBA

INTERNACIONAL S5 A

Teléfono: (506) 2536-6560
E-mail: ferbaint@ferbaintemacional.com

FICHA TECNICA

Producto: NATURAM 5

Consta de 4 paginas
Edicion: Agosto 2021

Identificacion de la sustancia o preparacion:
Nombre comercial del producto: NATURAM S

Codigo Comercial: COCU0sC

Aspecto: Liquido color verde

Usos:

Fertilizante organico biocestimulante para aplicacion foliar o al suelo, fungicida bactericida de accion de
contacto y sistémica.

Fabricante:

SICIT GROUP S.p.A., Via Arzignano n.80, 36072, Chiampo (V1), ltalia
Teléfono: +39 0444 450 946

Representante para Centro América y Caribe:

Nombre de la empresa: Ferba Intemacional S_A.

Ubicacién: Costa Rica | mailto:ferbaint@ferbainternacionaI.comi
Email: ferbaint@ferbainte COnT

Teléfono: +506 2536-6560

Teléfono de Emergencia: +506 8309-0547

Composicion:
Mezcla de un complejo de aminoacidos y péptidos de cadena corta mas cobre en forma de peptidato

(peptato) de cobre.
Composicion (% piv)
Aminoacidos y péptidos* 2310%
Cobre (Cu) metal procedente de 6.15 %
sulfato de cobre pentahidratado
Ingredientes inertes 7075 %
Totales 100.00 %

* Contiene 3.69% de nitrogeno organico (N) como parte de la molécula de aminodacidos y péptidos.
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Anexo 2. Ficha técnica del producto PROMET. @ Cu

SS erfi _Ew

(fima revisidn: 03.2020

Futuro Ecoeficiente

PROMET® Cu

CARACTERISTICAS GENERALES

Nombre del producto: Promed® Cu

Grupo: | Fertiizante faliar - Proteinato

Composicion [p/v): Sutfato ge cobre pentanidratodo... 32%

Equivalente de cobre [Cu).......... 80+05%

Aminodcidos totales ... _185+1.0%
Nitrogeno (M) organico ..................3.3305%

Formuiacion: uquido solutie

Distribuicor: serfi S.A.

Presentaciones del producto: 0.25L 1LySL

PROPIEDADES ASICOGUIMICAS

Aspecto: Liquido ]

Color: Verge/mamon

Olor: Cargctenistico de nidroiizado proteico
Densidad: 126-128 g/mL

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO

« Promet® Cu es un ferfiizante indicade para prevenir y comegir la deficiencia e cobre en cuaiquier
cultive

« Promel® Cu perenece g una nueva generacion de ferfiizantes denominages “proteinatos” donde &
cobre se encuentra quelarade con aminodcidos fiores que faciitan io asimiacion de este nutriente
en forma ascendgente y descenaente convirtiendoio en el Unico cobre sistémico del mencado.

« E Froteinato ge Cobre contenido en el Promel® Cu induce la mayor formacion de fenoiasas de ias
que normaimente se producen dentro de la planta. Las fenoiasas ejercen und accion de proteccion
contra & gtaque de hongos y boctenas, ya que estos compuestos permiten una mayor estabilicod
de kas membranas y paredes celulares, evitando o reduciendo e avance ae ia enfermedad, debido
a que forma grupos reguctores que contrarestan el efecto de degradocion enzimatica producida
por los hongos potdgenos y bacternias.

RECOMENDACIONES DE USO

Promei® Cu se abscrbe rapidamente g traves de las nNojas como por Ias raices. Es completamente
soluble, faci de apicar tanto por via foliar como via radicuiar mediante el sstema de fiego (goteo,
aspersion, etc.) © en drench al sueio.

Es muy importante no exceaer las dosis recomenaadas para mantener el optimo crecimiento de las
plantas.

Se recomienda altemnar las apficaciones de Promet® Cu con Kalex®.

DOsIS FERIODO DE APLICACION
2 - 3 aplicaciones a infervaios de 7 - 10 dias g ia

m‘_" 500' nee muloc a“.' am“ °L: aparcion de 105 primeros sntomas. Repetr cuando
seq NECEsanc.
Tratamiento curativoe:

400 - 500 mi/ci 200 L 2 -3 gplicaciones distanciodas cada 15 - 21 digs.

Las aeficiencias ge cobre desde el inicio del gesamoilo del culive onginan que la produccion de
fenoiosas sea deficiente, por io que existe una predisposicion de la planta a mostrar susceptibilidad
al ataque de enfermedades como se muestra en el cuadro siguiente:

Av. Rapoblica de Panam 2577 NP EMAIL
La Victonia, Lima - Pend J Agro +511.710.4068 M atencionalclienteitserfibiz
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Anexo 3. Ficha técnica del producto Carboxy® Min L

INNoval/ carboﬁy"Min L

GLOBSL
LA RALZ DE UN FUTURO SUSTENTABLE Aportador e Mictonutriestes de Al Asislackn IQI

y

BENEFICIOS
{QUE HACE? o Evita prdides de rencimiento por defidencas de
Previens y comige descrdenes nutricionales ocasionados por micronutrientes.,
deficanca ca miconutrientas. o Freviene y corrige amarillemientos y deformaciones de laz
é(OMO LO HACE? ho]u por deﬂnerm de micronutrientas,
Lo Bdcos ECCA Carbory’ ca tipo dlifiticos contenidos en s +  Facliced de manejo y ; alicadan.
formulacon forman Quelatos ce estadilided intermecia con +  Frovoca mpm rupueaa £n 105 cukives.
micronutrientes, es dec, los prote5e ca Ias Darreras de b outicula ¥
tp(dlﬂm.- dela hnra o fruto, permmcndo su fal ﬂu]o B travas ca loz RECOMENDACIONES DE USO

tqmoa de canductién y sficar i ingreso2 s c8lulas demandantas, Carboxy" Min L 22 spica por a::er;ién foiar o a1 ek (por
sistemas ca riego presurizado)); :uedc ar lPlladﬂ junto con
'naynnu & Jos fartilizantas y agroqu micos Ilqudn'

Para lPlCDDOﬂ 8l suelo, vierta la cantidad mecida en el mnque

DOSIS fertilizador Y IPhunlO conel Gs‘-ll de neso
CuLTvo DOSIS APLICACONES/OBSERVACIONES
Solandcen
(Chie, tomate, tomate de Tediha Oeade of iniclo del dmaarrolo vegrtative y repiendo ceda semane hanta completar un Lotel de $ 0 4 aplicadenes
cascara, pimkenta,
berenjens)
Cocurbiticn
(Sandia, melde, calbara, Jedlha Oeade of inicho del draarrolo vegetative y reptiendo cade semane hata comgletar us totel de $ o 4 aplicadcnes,
pepino)
Cructferas Yedlhe
(Col Eeden, celfice) . Oeade of riclo del deaarrolo vegetative y repliendo cade semane hata comgletar un Lol de S o4 aphaacknes,
Hoetalleas de buko Judlha Oeade ol iriclo del draarrolo verrtativo y repliendo cede sernane hata comeletar un Lotel de 3 0 4 aplicadcnn.
berrie
(larzamcr, eindanc, 4ablha Menwalmerte & baldo de b
(rarrbuess, raa)
Pazep 4ublhe £n mpersion folar & ko del desarrello vegetathe cade 3 04 semanas.
Benano 4ublhe £n mpervon foler o o del desarrcllc vegetative cade 3 04 semainn.
Urnarertales Judlfha Orade of riclo del deaarrolo veyrtative y reptiendo cade semana hata comeletar us Lolel de S o 4 aplicadenes,
Frutales Templadca 4ablhe Menwamente ¢ bido de b on.
| (Manzano, vl duramo]
Frutales Tropicales
(Aguacale, chtricoe, pila, 4ablha £n mpervon lolar o hido del desarrelle vegetathe cade 3 04 semane.
mango,_tace:)
leze Judlha Orade of niclo del draarrolo vegetative comelete y repetl code 2 semanes, cusnde wes necnare,
Gaparrago Judlha Oeade of iiclo del deaarrolo vegetativo comelete y repete cade 2 semanas, cunde wes necmaecke,
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