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Resumen

La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Biotecnologia del Centro
Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enrique Alvarez Cordova”
(CENTA) durante los meses de Noviembre de 2012 a Abril de 2013. Con
el proposito de mejorar la propagacion del material genético y la calidad de
las plantas se evaluaron dos métodos de micropropagacion masal en pifia
(Ananas comosus L. Merr.) variedad Golden, asi como la determinacion del
tiempo de inmersion temporal que permita una mejor calidad y cantidad
de explantes de pifia y el método en estudio que presente la mejor relacion
beneficio-costo. El método convencional estuvo conformado por frascos
de vidrio de 100 ml de capacidad con 25 ml de medio MS semisolido y
cinco explantes iniciales. En el Sistema de Inmersion Temporal se utilizaron
sistemas conformados por frascos de vidrio de 400 ml de capacidad con 125
ml de medio MS liquido y 25 explantes iniciales. Los resultados permitieron
definir que para la fase de multiplicacion el método convencional alcanzo
el mayor peso fresco promedio de brotes de 215.1 g y nimero promedio
de brotes por explante de 17.6. En la fase de enraizamiento y aclimatacion
el Sistema de Inmersion Temporal con un tiempo de 10 minutos de
inmersion produjo el mayor nimero promedio de raices por explante y
longitud de explantes (cm) con valores de 6.83 y 8.8 cm respectivamente.
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Econdmicamente el Sistema de Inmersion Temporal con un tiempo de cinco
minutos de inmersion produjo la mejor relacion beneficio-costo.
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Abstract

The research was developed in the Laboratory of Biotechnology, National
Centre for Agricultural and Forestry Technology "Enrique Alvarez Cordova”
(CENTA) during the months of November 2012 to April 2013. In order to
improve the propagation of genetic material and quality of the plants, were
evaluated two methods in pineapple variety Golden (Ananas comosus L.
Merr.) by massal micropropagation, also the determination the temporary
immersion time, that allow a better quality and quantity of pineapple
explants, and the method of study that provides the best cost-benefit
ratio. The conventional method was conformed by glass jars of 100 ml of
capacity, with 25 ml of semisolid medium MS and five initial explants. In
the Temporary Immersion System were used systems, conformed by glass
jars of 400 ml capacity with 125 ml of liquid medium MS and 25 initial
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explants. The results allowed to define that for the multiplication phase, the
conventional method achieved the highest average buds fresh weight of 215.1
g and better average number of buds per explants, of 17.6. In the rooting and
acclimatization phase, the Temporary Immersion System with 10 minutes of
immersion gave the highest mean number of roots per explant and a length
explant (cm) with values of 6.83 and 8.8 cm respectively. Economically the
Temporary Immersion System of five minutes immersion produced the best
cost-benefit ratio.

Key Words: Pineapple, Temporary, Immersion, System, micropropagation,
masal, Benzylaminopurine, Indole butyric acid),Murashige, Skoog,
semisolid, medium.

Introduccion

Lapifa(Ananas comosus L. Merr.) pertenece a la familia de las Bromeliaceae,
es comunmente conicidad como anana, ananas, pifia roja espafiola, pifia de
aguay se propaga solo por via vegetativa (Ledn 2000).

Las variedades mas conocidas en El Salvador son Cayena lisa, Champaca
F 153, Azucarén, De Castilla y MD-2 (Sandoval 2010). Actualmente el
cultivo de la pifia posee una gran importancia comercial a nivel mundial,
por tal razon en el pais existen organizaciones que estdn aumentando la
productividad de los asociados, generando valor agregado al producto y
facilitando la comercializacién de la pifia y sus derivados, especialmente
de la variedad Golden (Henriquez y Hernandez 2008). Esto ha incentivado
a la busqueda de nuevos métodos de micropropagacion de la pifia. Roca y
Mroginski (1993), sefialan que los métodos de propagacion in vitro permiten
la obtencion de una gran cantidad de plantas a partir de una planta madre
en cortos periodos de tiempo, asi como la disminucion del espacio fisico
empleado para la propagacion, disminucion del tiempo de multiplicacion de
una planta y los costos del desarrollo que esta implica. En El Salvador para
el afio 2010 el cultivo de pifia generé una produccion de 3,145.77t en una
superficie de 179.90 ha con un rendimiento de 17.48 t.ha-1 y un consumo
neto de 12,731.77t. La importacioén correspondié a 9,586.00t con un valor
en fuga de divisas de USSD$ 21032,000 (FAO 2013). Segun Vicente Cruz
presidente de la APPES este cultivo posee una alta rentabilidad para los
productores, ya que para una ha se necesitan 35,714.28 hijos de los cuales se
estima una pérdida del 5%, obteniendo al final un total de 33,928.57 pifas/

ha con un precio de USSD$ 1.25 por unidad en el mercado local.1

En esta investigacion se evaluaron dos métodos de micropropagacion
masal en pifia (Ananas comosus L. Merr.) variedad Golden, para mejorar la
propagacion del material genético y la calidad de las plantas.

Materiales y Métodos

Ubicacion

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia del Centro
Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enrique Alvarez Cérdova”
(CENTA) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia, desde el mes de
Noviembre de 2012 hasta Abril de 2013. Las unidades en estudio fueron

los Sistema de Inmersion Temporal con tiempos de cinco y 10 minutos de
inmersion y el método convencional (medio semis6lido).

Metodologia de laboratorio
Material vegetativo

El material vegetativo de pifa (4dnanas comosus L. Merr.) de la variedad
Golden, que se utilizé para la investigacion se obtuvo del Laboratorio de
Biotecnologia del CENTA, este material vegetal fue introducido al laboratorio
a partir de yemas de la corona en el afo 2010, utilizando un medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS) adicionado con 0.5 mg.I"! de BAPy 0.65 mg.1-1 de
Acido Giberélico (AG3). Para el inicio de esta investigacion se seleccionaron
explantes en fase de multiplicacion, que estaban en un medio semiso6lido
MS adicionado con un mg.l"' de BAP. Los explantes seleccionados fueron
aquellos conuna altura promedio de dos cm, estos fueron cortados y separados
de la base, desechando las partes necréticas y oxidadas. Posteriormente este
material fue introducido al cuarto de incubacidon a temperatura promedio
de 26 £ 1 °C, fotoperiodo de 16 horas luz e intensidad luminica de 1500
lux. Después del periodo de establecimiento aséptico fueron transferidos al
medio de multiplicacion MS adicionado con un mg.I"" de BAP.

Fase de multiplicacion

Para la elaboracion de los medios de cultivo liquido y semisélido se usaron
sales minerales de Murashige y Skoog (1962), adicionado con un mg.l"!
de BAP (Bencilaminopurina), 30 g.I'" de sacarosa y pH de 5.7; en el caso
de los medios semisolidos se adicionaron cuatro g.I"' de Phytagel una vez

1 Cruz, V. 2012. Produccion del cultivo de pina (entrevista). Santa Maria Ostuma, SV, APPES (Asociacion de
Productores de Pifia de El Salvador)
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fundido completamente, fue colocado en frascos de 100 ml de capacidad,
dispensando 25 ml de medio por frasco y posteriormente fueron sellados
con tapaderas magentas. El medio liquido fue colocado en frascos de vidrio
de 400 ml de capacidad en donde se dispenso 125, 150 y 300 ml de medio
liquido en cada frasco para los ciclos I, II y III respectivamente y luego
cada frasco fue tapado con papel aluminio. Los frascos con medio de cultivo
liquido y semisoélido, fueron esterilizados a 120 °C y 20 libras de presion
durante 30 minutos en un autoclave marca YANG TA MIN®.

Una vez que los medios de cultivo semisolido y liquido fueron distribuidos
en sus respectivos frascos y esterilizados en autoclave; en cada uno de los
frascos de 400 ml para el medio liquido del Sistema de Inmersion Temporal,
se sembraron la cantidad de 25 explantes con un peso promedio total de
7.52 g y una altura promedio de dos cm y en los frascos de 100 ml para
medio semisolido del método convencional se sembraron cinco explantes
con un peso promedio total de 1.55 g y una altura promedio de dos cm. Para
esta actividad se utilizo la camara de flujo laminar marca Thermo®, dicho
equipo ayudo a mantener las condiciones asépticas idoneas para mantener
un bajo porcentaje de contaminacion. Para el método convencional medio
semisolido al finalizar el segundo ciclo (56 dias) después de la siembra en la
fase de multiplicacion se realiz6 una subdivision de los brotes.

Al finalizar el tercer ciclo (84 dias) después de la siembra en la fase de
multiplicacion para ambos métodos de micropropagacion, Sistema de
Inmersién Temporal y convencional, se realizd la toma de datos y las
variables evaluadas fueron: peso fresco promedio de brotes (g), nimero
promedio de brotes por explante y longitud promedio de brotes (cm).

Fase de desarrollo

Esta fase se realizo con el objetivo de favorecer el desarrollo de los brotes
antes del enraizamiento; para dar inicio a esta fase se realizd nuevamente
una seleccion de los brotes obtenidos en la fase de multiplicacion con
una longitud aproximada de tres centimetros. El medio de cultivo liquido
y semisolido empleado en la fase de desarrollo estuvo compuesto por las
sales minerales de Murashige y Skoog (1962) reducidas al 50% adicionado
con 30 g.I"!' de sacarosa, pH ajustado a 5.7 y sin la aplicacion de hormona
de crecimiento. Para el método convencional y el Sistema de Inmersion
Temporal esta fase tuvo una duracion de un ciclo de 28 dias.

Fase de enraizamiento

Los explantes provenientes de la fase de desarrollo fueron transferidos a
un nuevo medio de cultivo fresco para su enraizamiento. Unicamente los
explantes producidos y desarrollados en el método convencional fueron
limpiados antes de su resiembra en un nuevo medio de cultivo semisoélido.
Los Sistemas de Inmersion Temporal unicamente se les cambiaron los
frascos de mantencion del medio, con un nuevo medio de cultivo liquido.
El medio de cultivo semisdlido y liquido de esta fase estuvo constituido por
las sales de Murashige y Skoog (1962) reducidas al 50% adicionado con un
mg.l" de AIB, 30 g.I"" de sacarosa y pH ajustado a 5.7, esta fase tuvo una
duracion de un ciclo de 28 dias y al finalizar se realizo la toma de datos y
las variables evaluadas fueron: longitud promedio de brote (cm), longitud
promedio de raiz (cm) y nimero promedio de raices.

Metodologia de vivero

En esta etapa se desarrollo la fase de aclimatacion de las vitroplantas
provenientes de la fase de enraizamiento.

Fase de aclimatacion para ambos métodos

Se utilizaron muestras de 10 vitroplantas por repeticion, es decir 60
vitroplantas por tratamiento, haciendo un total de 180 vitroplantas por los tres
tratamientos provenientes de la fase de enraizamiento, estas fueron extraidas
de sus respectivos frascos y sometidas a un lavado para retirar el exceso
de medio de cultivo en las raices. Posteriormente las vitroplantas fueron
trasplantadas en bandejas plésticas de 200 celdas con un volumen de 14 cc
cada una y se distribuyeron e identificaron en sus respectivos tratamientos.
El sustrato utilizado para el llenado de las bandejas fue una mezcla para
germinacion con la siguiente composicion turba de esfagno (grande), perlita
horticola, lana de roca, cal dolomitica y calcitica, carga fertilizante inicial
y agente humectante, luego fueron trasladadas al macrotunel y colocadas
en un microtunel utilizado como propagador, en donde dias antes de
su utilizacidon fue preparado y cubierto con pléstico especial que ayudo
a mantener la humedad relativa alta y este fue destapado a los ocho dias
después de haberse colocado las bandejas al interior del propagador. La
duracion de esta fase fue de 30 dias a partir del trasplante, el manejo que se
les dio a las vitroplantas fue inicamente la aplicacion de riego tres veces por
semana, una vez al dia y una evaluacion semanal de la sobrevivencia de las
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vitroplantas. Al finalizar la fase se realiz6 la toma de datos y las variables
evaluadas fueron: longitud promedio de explante (cm), longitud promedio
de raiz (cm), nimero promedio de raices y porcentaje de sobrevivencia (%).

Metodologia estadistica

El factor en estudio de la investigacion lo constituyeron los sistemas de
micropropagacion; los tratamientos lo conformaron los sistemas con sus
respectivos tiempos de inmersion del Sistema de Inmersion Temporal y
el medio semisélido del método convencional. Quedando de la siguiente
manera: T1 Sistema de Inmersion Temporal con tiempo de cinco minutos de
inmersion cada dos horas, T2 Sistema de Inmersion Temporal con tiempo
de 10 minutos de inmersién cada dos horas y TO método convencional
medio semisolido. Para el analisis de los datos se aplico el disefo estadistico
completamente al azar con tres tratamientos y seis repeticiones y para
determinar cudl de los tratamientos produjo los mejores efectos se aplico la
prueba estadistica de Tukey. Para el andlisis de la informacion generada en
la investigacion se utilizo el software estadistico Statistical Analysis System
(SAS) version 9.1. Se trabajo con un nivel de confianza de 95%. Se utilizd
el modelo estadistico: Yij = p + 11 + €ij.

Metodologia econémica

Para el andlisis econdmico de la investigacion se utiliz6 el analisis de
presupuesto parcial propuesto por el Centro Internacional de Mejoramiento
de Maizy Trigo, CIMMYT (1988), el cual se fundamenta en los rendimientos
medios, rendimientos ajustados, beneficios brutos de laboratorio y los costos
que varian. También se utiliz6 el presupuesto parcial de beneficio neto de
Ramirez (1994), el cual se fundamenta en la comparacion de ganancias o
ingresos adicionales de las tecnologias propuestas contra la tecnologia que
se aplica al momento de la investigacion. Para el caso de esta investigacion el
tratamiento testigo lo constituye el método convencional (medio semis6lido)
y las alternativas propuestas Sistema de Inmersion Temporal con tiempos de
cinco y 10 minutos de inmersion.

Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos durante el proceso de micropropagacion de la pifia
se analizaron por cada fase.

Fase de multiplicacion

En esta fase, el método convencional medio semisdlido fue el que presentd
el mayor peso fresco promedio final (g) y nimero promedio de brotes por

explante (Cuadro 1). Al respecto Escalona et al. (1999), manifiesta que con
la aplicacion de medios liquidos en el cultivo de pifa, se puede triplicar el
coeficiente de multiplicacion. Para la variable longitud promedio de brotes
(cm), el tratamiento que presentd mejores resultados fue el Sistema de
Inmersion Temporal con diez minutos de inmersion, seguido del tratamiento
Sistema de Inmersion Temporal con cinco minutos de inmersion y el método
convencional medio semisdlido.

Cuadro 1. Efecto de la evaluacion de dos métodos de micropropagacion masal en pifia variedad
Golden para las variables de la fase de multiplicacion. TesisUES, Ciencias Agronémicas, 2013.

Variables evaluadas Tratamientos Calificacion** Medias CV%
Peso fresco promedio final (g). Medio semisélido A 215.10%
Inmersion 5 min. B 96.45 20.28
Inmersion 10 min. B 92.01
Numero promedio de brotes por Medio semisolido A 17.60*
explante. Inmersion 5 min. B 9.41 23.70
Inmersion 10 min. B 8.58
Longitud promedio de brote (cm). Inmersion 10 min. A 2.52%
Inmersion 5 min. B 2.03 12.90
Medio semisélido C 1.37

Significancia= 0.05 %; *Indican diferencias estadisticamente significativas; **Se aplico la prueba de Tukey para visualizar el
efecto de las medias en cada tratamiento en estudio.

Escalona et al. (1999), compararon la tasa de multiplicacioén en relacion al
peso fresco generado por los brotes de pifia de la variedad Cayenne lisa,
evaluando los medios de cultivo semisolido, liquido permanente y en
inmersion temporal, obteniendo mejores resultados de peso fresco en el
tratamiento con medio liquido en inmersion temporal con 200 ml/explante
y con inmersiones de dos minutos cada tres horas, seguido del tratamiento
con medio liquido permanente y medio semiso6lido; con medias de la masa
por cultivo de 11 g, 2.75 gy 1.75 g respectivamente, en periodos de cuatro
y siete semanas.

Estudios realizados por Jiménez (2005), al evaluar la respuesta de la longitud
promedio de brotes de pina de la variedad MD-2 utilizando dos sistemas de
propagacion in vitro medio semisdlido y liquido en Sistema de Inmersion
Temporal, obtuvo después de ocho semanas de inoculados que los explantes
iniciales presentaron longitudes promedios de 3.3 cm/brote en medio liquido
en Sistema de Inmersion Temporal y 1.1 cm/brote en medio semisolido.

Los resultados presentados en la investigacion al emplear el Sistema de
Inmersion Temporal para las variables peso fresco promedio de brotes (g),
niumero promedio de brotes por explante y longitud promedio de brotes
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(cm) no concuerdan con los autores antes mencionados; posiblemente a los
siguientes factores: en un principio para la fase de multiplicacion se obtuvo
estadisticamente un mayor nimero de brotes producidos en medio semisoélido,
esto se debid a que al desarrollar la metodologia de subdivision del material
vegetativo para TO (método convencional medio semisolido) demando un
mayor area de siembra aumentando de 0.84 m? a 2.52 m? generando por
tal razén un mayor niimero de brotes al finalizar la fase de multiplicacion.
Posiblemente esto le permitié a TO (método convencional medio semis6lido)
obtener mas ventaja sobre T1 (Sistema de Inmersion Temporal con tiempo de
cinco minuto de inmersion) y T2 (Sistema de Inmersion Temporal con tiempo
de 10 minutos de inmersion) en donde no se realiz6 ninguna subdivision
del material vegetativo en la fase de multiplicacion. Otro factor que pudo
haber influido en los resultados obtenidos, fue el volumen de los frascos
de vidrio utilizados en el Sistema de Inmersion Temporal, provocando la
aglomeracion del material vegetativo al interior de los frascos ya que no
se realizd una subdivision del material durante los tres ciclos que durd la
fase, esto fue un factor negativo que inhibi6 la multiplicacion y desarrollo
de nuevos brotes de pifia. Finalmente otro factor que incidi¢ directamente
a los resultados obtenidos en la investigacion fueron las frecuencias y
los tiempos de inmersion realizados, ya que por razones de logistica
administrativa donde se llevo a cabo la investigacion no se complementaron
las doce inmersiones como se recomienda técnicamente. Las inmersiones
realizadas en el experimento se hicieron de forma manual, ya que no se
conto con un sistema automatizado que ayuda a realizar las frecuencias y los
tiempos de inmersion de forma continua para lograr las 6ptimas de un 100%,
realizandose solamente el 33% de estas; siendo esto una de las limitantes en
el Sistema de Inmersion Temporal para la multiplicacion de brotes.

Fase de desarrollo

Esta fase no se evalu6 estadisticamente ya que el objetivo fue favorecer el
desarrollo y acondicionamiento de los explantes antes del traslado a la fase
de enraizamiento, ademas se utilizo el medio Murashige y Skoog (1962)
reducido al 50% y sin reguladores de crecimiento; obteniendo el 100%
de sobrevivencia de los explantes para esta fase y se observo que no hubo
formacion de nuevos brotes en la base del explante.

Orellana (1997), utiliz6 el medio Wood Plant Medium (WPM) en presencia
de 0.5% de carbon activado, 0.8% de agar y dos por ciento de sacarosa
y libre de regulador de crecimiento, obtuvo un 100% de sobrevivencia de
los brotes de plantas de Caoba (Swietenia macrophylla. King) y un 10%

de formacion de raices, observando también brotes bien desarrollados con
buena coloracion de hojas y tallos gruesos, no hay caida de hojas, minima
formacion de callo en la base.

Fase de enraizamiento

Estadisticamente después de realizado el analisis de varianza se observo
diferencias significativas entre los tratamientos en estudio. Es decir, que el
Sistema de Inmersion Temporal y método convencional medio semisolido
produjeron efectos diferentes para las variables: longitud promedio de
explante (cm), longitud promedio de raiz (cm) y nimero promedio de
raices y segin la prueba de Tukey, los tratamientos que presentaron los
mejores efectos fueron T2 (sistema de inmersion temporal con 10 minutos
de inmersion) y T1 (Sistema de Inmersion Temporal con cinco minutos de
inmersion, seguido de TO (método convencional medio semisélido) (Cuadro
2).

Cuadro 2. Efecto de la evaluacion de dos métodos de micropropagacion masal en pifia variedad
Golden para las variables de la fase de enraizamiento. Tesis. UES. Ciencias Agrondémicas. 2013.

Variables evaluadas _ Tratamientos _ Calificacién** Medias CV%
Longitud promedio de explante (cm). Inmersion 10 min. A 6.43*  16.72
Inmersion 5 min. A 5.94
Medio semisolido B 3.63
Longitud promedio de raiz (cm). Inmersion 10 min. A 2.15% 2575
Inmersion 5 min. AB 1.85
Medio semisolido B 1.28
Numero promedio de raices Inmersion 10 min. A 6.83*%  20.13
Inmersion 5 min. B 491
Medio semisolido B 4.76

Significancia= 0.05 %; *Indican diferencias estadisticamente significativas; **Se aplico la prueba de Tukey para visualizar el
efecto de las medias en cada tratamiento en estudio.

Suérez (2011), realizd estudios en micropropagacion in vitro utilizando
pifia Hibrido MD-2 en medio liquido permanente, en donde evalu6 dos
tipos de corte y 10 concentraciones de AIA mas sacarosa. Presentando la
mayor longitud promedio de explante, el tratamiento con corte transversal,
concentraciones de 0.75 mg.l-1 de AIA y 45 g.l-1 de sacarosa obteniendo
un valor promedio de 2.18 cm. Estudios realizados por Blanco et al. (2011),
al evaluar tres variedades de pifia Eruwéd Cana, Tabe Cana y Gobernadora
utilizando medio semisolido sin reguladores de crecimiento en un periodo de
ocho a 10 semanas; determinaron que las longitudes de las raices formadas
por las variedades de pina fueron significativas entre ellas.
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Estudios realizados por Jiménez (2005), sobre la respuesta morfogénicas de
la pifia (Ananas comosus L. Merr) en diferentes sistemas de cultivo in vitro,
menciona que a pesar de que los medios de cultivos en el que se desarrollaron
los brotes de pifia no fueron preparados para inducir el enraizamiento in vitro,
aun asi esta variable fué¢ evaluada debido a la presencia de raices a partir
de la cuarta semana después de la siembra, obteniendo mejores resultados
en medio liquido con un numero promedio de raiz 2.3 y 0.80 en medio
semisodlido al termino de ocho semanas.

Los resultados presentados en la investigacion al emplear el Sistema de
Inmersion Temporal para las variables longitud promedio de explante (cm),
longitud promedio de raiz (cm) y nimero promedio de raiz por explante no
concuerdan con los autores antes mencionados; posiblemente a los siguientes
factores: finalizada la fase de multiplicacion, se realiz6 una fase previa antes
de la fase de enraizamiento denominada fase de desarrollo, ya que es de
gran importancia para mejorar el desarrollo de los brotes como etapa previa
de acondicionamiento para la formacion de raices en los brotes; se utilizd
medio de cultivo con sales minerales MS reducido al 50% mas 30 gr.I'' de
sacarosa y un pH ajustado a 5.7 sin adicién de hormona de crecimiento.
Algunas veces es muy dificil enraizar los brotes después de la multiplicacion
debido al exceso de citocininas usadas en la fase de multiplicacion o a la
presencia de inhibidores endogenos; por tal razén la eliminacion de estos
factores puede realizarse mediante la transferencia de los brotes a un medio
libre de hormona por un periodo corto, antes de exponerlos a la auxina que
estimule el enraizamiento (Krikorian citado por Orellana 1997). Por tal
motivo en la investigacion se decidio realizar esta etapa ya que favorecio el
desarrollo de los explantes, asi mismo el enraizamiento de estos. Orellana
(1997), menciona que los altos porcentajes de enraizamiento que se obtienen,
asi como también el numero y longitud de raices producidas, demuestran
la efectividad no solo del procedimiento de enraizamiento utilizado, sino
también de la integracion de una etapa previa de desarrollo de los brotes o
fase de acondicionamiento antes del enraizamiento.

La utilizacion del medio liquido en el Sistema de Inmersion Temporal
permiti6 el bafio constante de los explantes con el medio de cultivo,
favoreciendo ademas al intercambio gaseoso en al interior de los frascos.
Esto probablemente generd una mayor longitud promedio de explantes (cm),
longitud promedio de raiz (cm) y nimero promedio de raices; superando al
método convencional.

Fase de aclimatacion

El analisis de varianza mostrd diferencias significativas entre los tratamientos
en estudio, es decir, que el método del Sistema de Inmersion Temporal y el
método convencional produjeron efectos diferentes en la longitud promedio
de explantes (cm) y segin la prueba estadistica de Tukey el tratamiento
que presentd el mejor efecto fué el Sistema de Inmersion Temporal con
tiempo de 10 minutos con una media igual a 8.80 cm, seguido de cinco
minutos de inmersion y medio semisolido con medias de 7.81 y 7.23 cm
respectivamente. Para las variables longitud promedio de raiz (cm) y numero
promedio de raices no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, es decir que el método del Sistema de Inmersion Temporal
y método convencional produjeron los mismos efectos en las variables
evaluadas y que segun la prueba estadistica de Tukey, el tratamiento que
presentd el mejor efecto fué T2 (Sistema de Inmersion Temporal con tiempo
de 10 minutos de inmersion), seguido de TO (método convencional medio
semisolido) y T1 (Sistema de Inmersion Temporal con tiempo de cinco
minutos de inmersion) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de la evaluacion de dos métodos de micropropagacion masal en pifia variedad
Golden para las variables de la fase de aclimatacion. Tesis. UES. Ciencias Agronémicas. 2013.

Variables evaluadas Tratamientos Calificacion** Medias CV%
Longitud promedio de explante (cm). Inmersion 10 min. A 8.80*  10.77
Inmersion 5 min. AB 7.81
Medio semisélido B 7.23
Longitud promedio de raiz (cm). Inmersion 10 min. A 2.22 21.85
Medio semisoélido A 2.05
Inmersion 5 min. A 2.03
Numero promedio de raiz Inmersion 10 min. A 6.90 15.24
Medio semisoélido A 6.75
Inmersion 5 min. A 5.76

Significancia= 0.05 %; *Indican diferencias estadisticamente significativas; **Se aplico la prueba de Tukey para visualizar
el efecto de las medias en cada tratamiento en estudio.

Pineda et al. (2012), demostraron que utilizando un sustrato compuesto de
tierra negra y arena lavada en una relacion de 1:1 se obtienen longitudes
promedios por explante de nueve y 15 cm; ademds presentd un 100% de
sobrevivencia. Pérez et al. (1996), evaluaron cuatro sustratos; arena, escoria
volcénica, poémez y mezcla a base de estiércol de bovino, tierra organica y
arena de rio en una relacion 2:1:1 en el endurecimiento de plantulas de pifia
(Ananas comosus L. Merr) propagadas in vitro, mostrando que el sustrato
que mejor nimero promedio de raiz fué la arena con 12.17 raices.
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Estudios realizados por Garita y Gomez (2000), sobre la Micropropagacion
de pifia variedad Champaka F-153 evaluaron en la fase de aclimatacion el
efecto de diferentes sustratos y observaron que el sustrato de fibra de coco
molida presentd los mejores resultados en longitud promedio de raiz (2.06
cm).

Los resultados presentados en la investigacion al emplear el Sistema de
Inmersion Temporal y método convencional para la variable longitud
promedio de raiz (cm) fueron muy similares a los obtenidos por Garita y
Goémez (2000); los datos presentados en las variables longitud promedio
de explantes (cm) y numero promedio de raices no coincidieron con los
de Pineda et al. (2012) y Pérez et al. (1996), siendo estos mayores que
los obtenidos por ambos métodos en la investigacion y para la variable
porcentaje de sobrevivencia (%) los resultados concuerdan con los
planteados por Pineda et al. (2012), posiblemente a los siguientes factores:
al trasladar las vitroplantas del laboratorio de cultivo de tejidos al area de
invernadero requieren que se les proporcionen las condiciones idoneas para
que puedan aclimatarse y desarrollarse, una de estas es la humedad relativa
ya que las plantas cultivadas in vitro tienen generalmente la cuticula (capa
de cera) escasamente desarrollada debido a la alta humedad relativa, 90-
100% que se da in vitro (Hartman y Kester 1985). Por tal razon los primeros
dias son determinantes ya que las vitroplantas deben ser colocadas en un
propagador que debe estar cerrado por un cierto tiempo (ocho dias), para que
las vitroplantas se acostumbren a las condiciones ex vitro.

Ahuja citado por Orellana (1997), menciona que la transicion entre el
ambiente in vitro, con un 100% de humedad relativa, a un ambiente ex
vitro con un porcentaje de humedad menor, es un factor critico para la
sobrevivencia de las plantulas. Ademas las plantulas in vitro viven en un
ambiente heterdtrofo, donde el medio de cultivo suple los azucares y otros
nutrientes para su desarrollo. Las hojas de estas plantulas, a pesar de ser
verdes, probablemente no son completamente activas para fotosintetizar, no
poseen capa cerosa ni cuticula, los que las hace mas susceptibles durante la
fase de aclimatacion. Otro factor importante es el tipo de sustrato donde se
trasplantaran las vitroplantas de pifia.

Hepton citado por Pérez et al. (2011), menciona que el drenaje y eliminacion
del agua son necesarios para el crecimiento de la pifia, ya que el sistema
radical es intolerante a los suelos mal aireados y que los ideales deben
tener alto contenido de materia orgédnica con excelente drenaje interno y
alto contenido de aire para proveer cantidades optimas de agua, nutrientes y

oxigeno a las raices de la plantas.

Con esta fase se cierra la micropropagacion de plantas de pifia por medio de
cultivo de tejidos; y los resultados muestran que a los 12 meses estan listas
para su trasplante a campo (Fig. 1).

Figura 1. Fases para la micropropagacion de plantas de pifia (Ananas comosus L. Merr) variedad
Golden en el laboratorio de cultivo de tejido y aclimatacion en invernadero. 1. Brotes de pifia
multiplicados en el Sistema de Inmersion Temporal; 2. Inmersion de los explantes durante la fase de
desarrollo; 3. Desarrollo de raices en brotes multiplicados y desarrollados in vitro; 4. Aclimatacion
de vitroplantas en condiciones ambientales semicontroladas; 5. Plantas de pifia listas para trasplante a
campo doce meses después de iniciada la multiplicacion in vitro.

Analisis economico

En toda investigacion aquellos tratamientos que pueden presentar los
mejores efectos desde el punto de vista estadistica, no son siempre los que
presentan la mejor relacion beneficio-costo. Ademas un elemento que es
determinante para que un productor seleccione este tipo de material es la
rentabilidad que genere la tecnologia. Por tanto, un andlisis econémico le
permite al productor tomar la mejor opcion tecnologica. Esta mejor opcion
se determina muy facilmente a través del andlisis de presupuesto parcial
(Cuadro 4) y el beneficio neto que se obtiene de comparar las ganancias
o ingresos adicionales de cada una de las tecnologias propuestas en
comparacion con los costos adicionales de la tecnologia que se aplica en
el momento de la investigacion (tratamiento testigo) (Cuadro 5). Para cada
fase de micropropagacion se obtuvieron resultados del presupuesto parcial,
seguido del presupuesto neto y se presentan a continuacion.
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Cuadro 4. Analisis de presupuesto parcial para las fases de multiplicacion, desarrollo y
enraizamiento mediante dos métodos de micropropagacion masal en pifia (Anands comosus L.
Merr) variedad Golden.

Fases Tratamientos Beneficios brutos de Total de costos que ‘
laboratorio USSDS$. varian USSDS$.

Medio semisolido. 212.18 51.19

Multiplicacién Inmersion 5 min. 355.82 31.35
Inmersion 10 min. 324.57 31.95

Medio semisolido. 56.70 13.71

Desarrollo Inmersion 5 min. 56.70 10.15
Inmersion 10 min. 56.70 10.35

. . Medio semisolido. 75.60 13.71
Enraizamiento Tnmersion 5 min. 75.60 10.15
Inmersion 10 min. 75.60 10.35

Cuadro 5. Presupuesto parcial de beneficio neto para T1 y T2 (Sistema de Inmersion
Temporal con tiempo de 5 y 10 minutos de inmersiéon) comparado con TO (Testigo
método convencional medio semisolido) en las fases de multiplicacion, desarrollo y

enraizamiento.
Fases Tratamientos Cambio en el ingreso ‘
neto USSDS.
Multiplicacién Inmers%(’)n 5 mig. 163.48
Inmersion 10 min. 131.63
Desarrollo Inmersion 5 min. 3.56
Inmersion 10 min. 3.36
. . Inmersion 5 min. 3.56
enraizamiento Inmersion 10 min. 3.36

Para la fase de multiplicacion se obtuvo rendimiento medio para TO (método
convencional medio semiso6lido) de 1684 brotes, T1 (Sistema de Inmersion
Temporal con tiempo de cinco minutos de inmersién) y T2 (Sistema de
Inmersion Temporal con tiempo de 10 minutos de inmersion) de 2824 y
2576 brotes, para cada uno de los tratamientos, se utilizé un area de 0.84
m?. Para las fases de desarrollo y enraizamiento se mantuvieron las mismas
unidades experimentales de 300 brotes iniciales en un area de 0.84 m? para
cada uno de los tratamientos en estudio. El Sistema de Inmersion Temporal
utilizado en la investigacion no logré igualar la eficiencia optima de los
Sistemas de Inmersion Temporal Automatizados como RITA® y BIT® en
relacion a una mayor produccion de brotes, a pesar de todas las limitantes
antes mencionadas en el Sistema de Inmersion Temporal se logr6 evidenciar
en todas las fases la superioridad econdmica sobre el método convencional
medio semisolido obteniendo beneficios netos para T1 (Sistema de Inmersion
Temporal con tiempo de cinco minutos de inmersién) y T2 (Sistema de

Inmersion Temporal con tiempo de 10 minutos de inmersion) de USSD$
163.48 y 131.63. Con estos resultados se confirma una vez mas que el
cambio propuesto de utilizar el Sistema de Inmersién Temporal con tiempos
de cinco y 10 minutos de inmersion son rentables y producen un aumento
considerable en el ingreso neto que al utilizar el método convencional
medio semisdlido. De acuerdo con Cruzat (2009), el uso de las técnicas de
propagacion actuales se ha fundamentado en optimizar las herramientas
de micropropagacion in vitro con la finalidad de obtener mejoria tanto en
los procesos como en la inversion econdmica enfocandose principalmente
en la reduccion de los costos y mejoramiento de la rentabilidad de los
sistemas de micropropagacion. Si bien la micropropagacion convencional
representa un sistema adecuado para la masificacion de la produccion de
plantas en periodos cortos de tiempo, presenta también una limitante que
corresponde al alto costo de la planta (Paredes citado por Albarracin 2012).
Este costo se atribuye principalmente a dos factores tales como: agente
gelificante y alto costo por mano de obra. Albarracin (2012), determind que
para la multiplicacion de plantas de cilantro cimarron (Eryngium foetidum)
utilizando el método convencional y Sistema de Inmersion Temporal, al
efectuar el andlisis de costo, obtuvo que el porcentaje correspondiente a
costo por el uso de agar asciende a un 84.28% del medio de cultivo; es decir,
este compuesto utilizado en el medio semisélido, y respecto al medio de
cultivo liquido empleado en el sistema de inmersion temporal se prescinde
de agar. Ademas el costo por planta multiplicada en medio semisélido es
de 0.10 centavos de ddlar mientras que al emplear sistemas de inmersion
temporal el costo se reduce a 0.01 centavos de doélar, si bien la inversion
inicial de implementacion del Sistemas de Inmersion Temporal es alta, el
beneficio-costo de su uso aumenta significativamente en cuanto al costo de
produccion.

Conclusiones

Esta investigacion concluye que para la micropropagacion de pifia (Ananas
comosus L. Merr.) variedad Golden, utilizar en la fase de multiplicacion
un tiempo de inmersion de cinco minutos cada dos horas. Para el mejor
desarrollo de brotes y raices de buena calidad el tiempo de inmersion 6ptimo
es de 10 minutos cada dos horas. En la fase de aclimatacion se obtuvo un
100% de sobrevivencia de las vitroplantas de pifia utilizando un sustrato
para germinacion.
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El Sistema de Inmersion Temporal con un tiempo de cinco minutos de
inmersion cada dos horas presento la mejor relacion Beneficio-Costo para la
micropropagacion masal de pifia variedad Golden.

Recomendaciones

En la fase de multiplicacion, para el Sistema de Inmersion Temporal utilizar
frascos de mayor volumen que permita la multiplicacion y desarrollo de
nuevos brotes, sin necesidad de realizar subdivisiones del material vegetativo
durante tres ciclos. Es necesario contar con un sistema automatizado que
realice las frecuencias y tiempo de inmersion programada para obtener
una mejor eficiencia del Sistema de Inmersion Temporal en las fases de
multiplicacion, desarrollo y enraizamiento.
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