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RESUMEN

La pifia es una fruta tropical de importancia econdmica mundial, debido a la
fragancia y dulzor de su fruto, lo que le da la aceptacion por parte de los consumidores en
el mundo, pero la falta de material de siembra adecuada limita su productividad. Se ha
desarrollado una variedad de protocolos de micropropagacion a lo largo de los afios para
abordar esta deficiencia. Aun asi, la etapa final de micropropagacion, es decir, la
aclimatacion, sigue siendo un desafio ya que las plantulas de pifia crecen muy lentamente,
sumado pérdidas en la etapa de aclimatacién que son criticas en el proceso de
micropropagacion. Por ello esta investigacion tuvo como objetivo evaluar diferentes
sustratos en la aclimatacion ex vitro de vitroplantas de pifia (Ananas comusus L. Merr)
variedad perolera. Se evaluaron dos tipos de explantes y 10 tratamientos (sustratos simples
y compuestos) en cuatro repeticiones cada uno. Los sustratos utilizados fueron: Tierra de
cacao, abono orgéanico, arena de rio, suelo agricola. Las variables (porcentaje de
sobrevivencia, indice de productividad de agua, nimero de hojas, materia seca total), se
analizaron en experimentos independientemente. Se utilizé6 un Disefio de Bloques
Completamente al Azar (DBCA). Para el andlisis de los datos se realizd una prueba de
analisis de varianza (ANOVA) mediante el T de Fischer al 5%, y la comparacion de
medias para las variables con significancia estadistica se realizd con el Test LSD al 5%.
Se presentaron altas tasas de supervivencia en los explantes provenientes de puyones con
relacién a los provenientes de hijos de fruto. En la variable eficiencia de absorcion de
agua, la prueba de T de Student mostro significancia estadistica en 30% de los sustratos,
siendo el Suelo agricola (100%), Suelo agricola + Arena + Abono orgénico (proporcion
1:2:1) y Suelo agricola + Tierra de cacao + Arena (proporcion 1:1:2) los que contribuyeron
a esa significancia. Los puyones reportaron los mayores promedios (1,25 g/ml) en
comparacion con los hijos de fruto (1,18 g/ml). Comportamiento que fue similar en el
numero de hojas (Puyones 17,64 hojas /planta, hijos de fruto 15,14 hojas/plantas) y en el

peso seco de la planta.

Palabras claves: cultivo ex vitro, vitroplantas, puyones, hijos de fruto
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ABSTRACT

Pineapple is a tropical fruit of global economic importance, due to the fragrance,
sweetness of its fruit and consumer acceptance worldwide, but lack of suitable planting
material limits its productivity. A variety of micropropagation protocols have been
developed over the years to address this deficiency. Even so, the final stage of
micropropagation, i.e. acclimatisation, remains a challenge as pineapple seedlings grow
very slowly, coupled with losses in the acclimatisation stage which are critical in the
micropropagation process. Therefore, the aim of this research was to evaluate different
substrates in the ex vitro acclimatization of pineapple (Ananas comusus L. Merr)
vitroplants (Ananas comusus L. Merr) perolera variety. Two types of explants and 10
treatments were evaluated in four replicates each. Variables were analysed in independent
experiments. A Completely Randomised Block Design was used. For data analysis, an
analysis of variance test (ANOVA) was performed using Fischer's t-test at 5%, and the
comparison of means for variables with statistical significance was performed using the
LSD test at 5%. There were high survival rates in the explants coming from puyones in
relation to those coming from fruit sons. In the water absorption efficiency variable, the
Student's t-test showed statistical significance in 30% of the substrates, with agricultural
soil (100%), agricultural soil + sand + organic fertiliser (1:2:1 ratio) and agricultural soil
+ cocoa soil + sand (1:1:2 ratio) contributing to this significance. The puyones reported
the highest averages (1.25 g/ml) compared to the fruit sons (1.18 g/ml). This behaviour
was similar for the number of leaves (Puyones 17.64 leaves/plant, fruit sons 15.14
leaves/plant) and plant dry weight.

Key words: ex vitro culture, vitroplants, puyones, fruiting sons.
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1. INTRODUCCION

Ananas comosus L. Merr es una de las frutas tropicales méas populares y deliciosas.
Es apreciada por su pronunciado sabor y sus elementos nutritivos, se propaga
vegetativamente a través de hijuelos, retofios o coronas (Pineda et al., 2012), sin embargo,
estos materiales de propagacion tienen limitaciones, entre ellas la transmision de
enfermedades, menos uniformidad e inadecuacion para la produccion comercial
(d"Eeckenbruggeet al., 2003). La progresiva demanda de Ananas, ha provocado un
incremento en la produccion mundial, registrando 27 millones de toneladas en el afio
2019, siendo los principales productores Costa Rica, Brasil, Filipinas, Tailandia e
Indonesia; que representan cerca del 79 % de la produccion mundial; correspondiendo
41,80% a Asia, 38,05% a América, 19,69% a Africa, y menos del 1% a Europa y Oceania
(FAO, 2019).

En Ecuador, la pifia se produce durante todo el afo, teniendo una temporada de
mayor oferta en los meses de junio y julio, a causa del aprovechamiento de la época
lluviosa (diciembre a abril) (Oviedo, 2015). Los Rios, Guayas y Santo Domingo son las
tres provincias donde se encuentra la mayor extension de este cultivo y por ende
representan la mayor parte de la produccién nacional de cayena Lisa y Golden Sweet que
son las principales variedades de pifia cultivadas en el pais (Fedexpor, 2016). Actualmente
se exportan 100 contenedores semanales a los diferentes mercados de destino de la fruta,
con una superficie de siembra de 2 500 Tn. Dada la demanda, la superficie se incremento
en el afio 2019 a 4,805 hectéreas, con un total aproximado de 206,054 Tn (INEC, 2019)



La multiplicacién de pifia se realiza vegetativamente, siendo su crecimiento lento,
lo que representa una baja rentabilidad al momento de realizar esta labor; por consiguiente,
repercute en el abastecimiento de material vegetativo selecto para el establecimiento de
cultivares, especialmente para los pequefios y medianos productores, los mismo que deben
conformarse con los excedentes producidos por empresas privadas, que se encuentran en

la capacidad de propagar el material que deseen. (Rodriguez et al., 2015)

Estas circunstancias han impulsado el uso de la micropropagacién como
instrumento biotecnoldgico, por sus grandes ventajas; como es: la obtencion de material
sano, con una alta produccién y homogeneidad en el campo, en menor tiempo de forma
masiva, con el empleo de material genético de calidad y de forma optimizada (Rodriguez
etal., 2016).

Cabe indicar que, la obtencion masiva de plantas a partir de la micropropagacion
incluye varias fases: establecimiento, multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion.
Siendo la ultima fase, la que comprende el paso de trasplantar las vitroplantas de
condiciones in vitro a condiciones ex vitro, y corresponde a la etapa mas critica de la
micropropagacién porque, en este estadio, se pierden entre el 50 a 90 % de vitroplantas
(Cedefio & Macias 2018).

Es por ello por lo que, el manejo de las vitroplantas en condiciones ex vitro, es
determinante y fundamental para lograr la obtencion de méas de un 90% de supervivencia.
Para ello la eleccion del material genético y el sustrato a considerar en etapa de
aclimatacion es importante para evitar perdida de material vegetal. La eleccion del sustrato
en el proceso de aclimatacion es un mecanismo de gran importancia para la obtencién de
plantulas robustas y con el mayor porcentaje de supervivencia. Una vez seleccionado el
sustrato de interés debe ser desinfectado con formaldehido al 3% por un plazo de 72 horas
(Oviedo, 2015).

Las propiedades fisicas son las mas importantes en un sustrato, ya que, Si son
inadecuadas, dificilmente podran mejorarse una vez establecido el cultivo, por lo que su
previa seleccion es indispensable. Asi mismo, dentro de las caracteristicas fisicas, la

porosidad y la retencion de humedad son las de mayor importancia en el crecimiento y
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desarrollo de plantas en maceta. A diferencia de las propiedades quimicas, que pueden ser
modificadas a lo largo del cultivo, con el uso de fertilizantes (Calle, 2018).

Con estos antecedentes en esta investigacion se pretende evaluar diferentes
sustratos para lograr condiciones adecuadas y los cuidados que exigen las vitroplantas en
la etapa de aclimatacion.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar diferentes sustratos en la aclimatacion ex vitro de pifia (Ananas comosus L. Merr)

var Perolera.
2.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de los sustratos sobre los diferentes parametros de crecimiento.
e Determinar las diferencias en la aclimatacion con base al tipo de vitroplantas de pifia

(Ananas comosus L. Merr) var. perolera.



3. MARCO TEORICO

3.1. Origen y taxonomia

La pifia, Ananas comosus; es nativa de América tropical y subtropical
especificamente entre Uruguay y Brasil, pertenecen al reino vegetal, de la division de las
monocotiledoneas, familia de las bromeliaceas. Actualmente se reconocen 56 géneros y
aproximadamente 3346 especies, un representante de esta familia es la pifia (Luther,
2010).

3.2. Clasificacion taxonomica
Segln Mahecha (2016) la clasificacion taxondémica de la pifia estd dada de la siguiente
manera:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Bromeliaceae
Subfamilia: Bromelioideae
Género: Ananas
Especie: comosus.

3.3. Descripcion morfoldgica

3.3.1. Hojas. Son envolventes y estan dispuestas en forma de espiral, se encuentran
en un numero de 70 a 80 por planta, los bordes de éstas pueden estar provistas de espinas
0 libres de éstas segun la variedad (Sanchez, 2012).

3.3.2. Raiz. El sistema radicular de la planta de pifia es muy superficial
generalmente las raices se localizan en los primeros 15 cm superiores al suelo, aunque

pueden profundizarse hasta 60 cm 0 més. (Sandoval & Torres, 2011).
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3.3.3. Tallo. Relativamente corto y grueso, tiene la forma de un mazo de
consistencia carnosa y mide de unos 25 a 50 cm de altura y 2 a 8 cm en la parte superior
(Garciduenas, 2013).

3.3.4. Inflorescencia. Es una espiga que contiene de 100 a 200 flores, las flores
inferiores preceden 2 semanas a las superiores, esto hace que la parte méas baja sea mas
dulce (Sanchez, 2012).

3.3.5. Fruto. Es una infrutescencia que se desarrolla a partir de inflorescencia
apical y esté constituido por numerosos frutos sin semilla adheridos entre si, para formar
la pifia como es conocida. El color de fruto puede variar desde el naranja al amarillo y

para que sea sabroso debe madurar en la propia planta. (Baudoin et al., 2002)
3.4. Variedades e hibridos de pifia

3.4.1. Variedad “perolera”

Es la variedad mas comun en Ecuador. Es una planta grande, con hojas cortas y
medianas de color verde oscuro y bordes lisos. El fruto tiene forma cubica, de color
amarillo tanto la pulpa como la céascara, es muy empleada en la agroindustria por el
contenido de jugo (Fedexpor, 2016).

3.4.2. Variedad “Cayena lisa”

Es la variedad conocida como Hawaiana, el fruto es ovoide de 1,5 a 2,5 Kg.
Presenta alto contenido de azlcar, aungue su acidez es alta segun sus consumidores por
lo que es conocida como la pifia &cida. EI tamafio de la planta varia entre 80 a 100 cm con
60 a 80 hojas sobre sus frutos (Garciduefias, 2013).

3.4.3. Clon Champaka F-153

Es un clon puro de la variedad Cayena Lisa, es mas resistente a enfermedades que
las otras variedades, es una variedad con gran aceptacion y alta demanda en los mercados
de exportacion. Se caracteriza por ser una planta mas vigorosa, de color verde oscuro
intenso poca productora de hijuelos, lo cual favorecen un mejor desarrollo de sus frutos
(Séanchez, 2012).

12



3.4.4. Hibrido “MD-2”

Es un material de reciente introduccion al pais por su presentacion, aroma, etc. Esta
catalogada como una fruta de lujo en los mercados externos. Sus hojas son de color verde
generalmente sin espinas, fruta de hombros cuadrados sobre un pedunculo corto y dos o
mas retofios, la pulpa es firme con una coloracién amarillo intenso y muy aromatica y
tiene alto contenido de azUcares, sus flores son amarillas y el peso de la fruta alcanza hasta
3,2 Kg. (Sanchez, 2012).

3.5. Cultivo de tejidos

Esta forma de cultivar las plantas tiene dos caracteristicas fundamentales: la
asepsia (ausencia de gérmenes, etc.), y el control de los factores que afectan el
crecimiento. El avance alcanzado por las ciencias bioldgicas ha permitido en los ultimos
afios el estudio detallado de las plantas tanto a nivel celular como molecular, y en
condiciones de laboratorio es posible actualmente reproducir todos los factores que
puedan incidir en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Este principio general se aplica
también al cultivo in vitro de plantas. Haberlandt, un cientifico aleméan, postulé a
principios del siglo pasado que las plantas eran capaces de reproducir su crecimiento a
partir de células aisladas, originando la hipotesis de la totipotencia celular en plantas

(Castillo, 2004). Esta técnica consta de varias etapas:

3.5.1. Establecimiento

El explante a utilizar es acondicionado para promover la supervivencia dentro de
un ambiente. Es una fase muy delicada desde el punto de vista de asepsia vegetal, los
explantes deben ser limpiados y lavados con cuidado, para eliminar el material exterior.
La desinfeccidn se realiza primero fuera y luego dentro de la camara de flujo laminar y se

introduce en el medio de cultivo para su desarrollo (Suarez, 2011).

3.5.2. Multiplicacion
En esta etapa el objetivo primordial es mantener y aumentar el nimero de brotes
por explante inoculado. Ademas, los medios de cultivo tienen en su composicion

adicionada reguladores de crecimiento (Suarez, 2011).
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3.5.3. Enraizamiento

En la fase se enraizamiento, se utilizan pequefias plantulas individuales de un
tamafo cercano a 2 cm, para esta fase los explantes que resultaron de la fase anterior
(multiplicacion) son transferidos a un nuevo medio de cultivo el cual estara libre de

hormonas o en su defecto que solo contengan algun tipo de auxinas (Olmos et al., 2010).

3.5.4. Aclimatacion

Es el proceso en el cual un organismo individual se ajusta a un gradual cambio en
su entorno (por ejemplo, un cambio en temperatura, humedad, fotoperiodo o pH), lo que
le permite mantener el rendimiento en una amplia gama de condiciones ambientales. La
aclimatacion se produce en un periodo corto de tiempo (dias a semanas) y dentro de toda
la vida del organismo. La aclimatacion de vitroplantas consiste en el paso de condiciones
“in vitro”, a condiciones donde se desarrollardn para su cultivo, con el objetivo de que
¢éstas superen las dificultades cuando son removidas del ambiente “in vitro”; de esta

manera, se preparan para su trasplante definitivo. (Vilchez et al., 2007).

Es el cambio gradual de las condiciones ambientales; en el caso concreto, es la
transferencia de las plantulas de un ambiente aséptico cerrado a un vivero o campo, con
menor humedad relativa y mayor intensidad de luz. Pero antes de realizar el traslado, es

necesario conocer algunos aspectos sobre la planta propagadas in vitro (Ortiz, 2000).

El uso de cubiertas plasticas usadas como barrera 0 cubierta en el proceso de
aclimatacién permiten reducir el efecto de deshidratacion de las vitroplantas por parte del
viento, asi como la reduccion de la perdida de agua en el sustrato; estas infraestructuras
permiten la obtencion de plantas de vid aclimatadas durante un lapso de tres semanas con

cubierta y una sin ella, con una humedad del 68 — 75% (Thomas, 1998).

A esto se suman los dafios mecénicos ocasionados a las raices; la modificacion en
las condiciones nutricionales, dado que las plantas deben pasar de un estado heterotrofo a
un estado autétrofo, con diferentes niveles de nutrientes y la modificacion en las
condiciones de asepsia, ya que en esta etapa las plantas pueden quedar expuestas al ataque

de microorganismos saprofitos y eventualmente fitopatogenos (Gonzales., et al 2002).
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Para la obtencién de plantas perfectamente adaptadas al medio ambiente, la etapa
de aclimatacién se ha dividido en dos fases: la fase de endurecimiento y la fase de vivero;
en donde las vitroplantas son sometidas a diferentes condiciones que ayudaran en su
adaptacion; la importancia de este proceso se vera reflejado al finalizar la etapa, donde se
obtendran plantas con un bajo porcentaje de mortalidad, libres de plagas y enfermedades,
y al momento de ser trasplantadas al campo donde presentaran un excelente potencial de
desarrollo y produccién (Oviedo, 2015).

Segun Pierik (1990), las plantas cultivadas in vitro tienen generalmente la cuticula
escasamente desarrollada, debido a la alta humedad relativa (90-100 %), cuando se
transfiere la planta al suelo, esto produce una transpiracion cuticular extra ya que la

humedad del aire en estas condiciones es mayor en relacién, a las condiciones in vitro.

La aclimatacion puede realizarse permitiendo a las plantas in vitro habituarse de la
forma gradual a una humedad. EI mayor porcentaje de pérdidas de plantulas producidas
in vitro ocurre en su fase de transferencia al suelo cuando deben adaptarse a las nuevas
condiciones del ambiente exterior, casi todo el esfuerzo invertido durante el cultivo de
tejidos se perderia si las plantas que se regeneran de esos tejidos mueren cuando intentan
desarrollarse en un ambiente que inicialmente puede resultar desfavorable (Orellana,
1997).

Relativamente més baja, como la que encontrara ex vitro, el desarrollo del
mecanismo de cierre estomatico es un componente muy importante de la aclimatacion
(Pierik, 1990). Cuando un gran nimero de plantulas es aclimatado, es necesario establecer
un buen sistema de nebulizacion, pero cuando son pequefios grupos, pueden utilizarse los
“mini invernaderos”, o el uso de bolsas plasticas; también se ha hecho uso de micorrizas
para remover el enraizamiento, mientras que algunas especies son faciles de trasplantar al
suelo (Orellana, 1997).

3.5.5. Micro invernadero
El uso de micro invernaderos en la produccién agricola se ha incrementado en las
ultimas dos décadas. El objetivo principal de un micro invernadero es producir altos

rendimientos fuera de las temporadas de cultivo, lo que es posible al mantener la
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temperatura 6ptima en cada etapa del cultivo (Orozco, 2012). Esto, como resultado, tiene
un impacto significante en el periodo de cultivo, calidad y cantidad de los productos
(Sandoval et al., 2011).

Es uno de los factores de gran importancia dentro del ambito de la aclimatacion de
vitroplantas al medio externo; se han realizado un sinnimero de investigaciones con el fin
de determinar los elementos que influyen dentro de este proceso, tales como: material
genético, humedad relativa, tipo de sustrato, luminosidad, temperatura, déficit de
humedad en el sustrato; son unos de los limitantes encargados de determinar el porcentaje

de supervivencia al finalizar la etapa de aclimatacion (Villalobos et al., 2012).

3.6. Sustratos empleados en la etapa de aclimatacion ex vitro

Se entiende por sustrato a todo material natural, de sintesis o residual, mineral, u
organico, que depositado en un recipiente de forma pura o mezclado, permite el anclaje
del sistema radicular de la planta, brindandole soporte y evitando su volcamiento; asi
mismo tiene como funcion mantener una adecuada relacion aire/ solucién nutritiva, para
bridarle a la raiz y por ende a la planta el suficiente oxigeno, agua y nutrientes necesario

para su desarrollo (Baracaldo et al., 2010).

También se lo puede definir como el medio en el cual las raices pueden crecer y a
la vez servir como soporte a la planta, puede estar compuesto por un solo material o la
mezcla de varios. Un sustrato apropiado para el desarrollo de las plantas debe mostrar una
alta capacidad de retencion de agua, buen drenaje y una buena aireacion (Avella et al.,
2015); ya que la calidad de las plantulas obtenidas dependera en gran parte del sustrato
utilizado y de sus caracteristicas fisico — quimicas (Ortiz, 2000).

Las propiedades fisicas son las mas importantes en un sustrato, ya que, Si son
inadecuadas, dificilmente podran mejorarse una vez establecido el cultivo, por lo que su
previa seleccion es indispensable (Baracaldo et al., 2010). asi mismo, dentro de las
caracteristicas fisicas, la porosidad y la retencion de humedad son las de mayor

importancia en el crecimiento y desarrollo de plantas en maceta.

Un sustrato ideal deberia poseer una porosidad total del 85 %, una porosidad de

aireacion minima de 20% del volumen total del medio, con el fin de que garantice un
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adecuado intercambio de gases, de lo contrario se producirian deficiencias de oxigeno que
limitan la respiracion adecuada de las plantas, disminuyendo la absorcion de agua y
nutrientes, un 40 — 60% de capacidad de retencion de humedad y una densidad aparente

alrededor de 0,22 g/cm3, evitando asi el volcamiento de las plantas (Cerrato, 2013).

La eleccidn del sustrato en el proceso de aclimatacion es un mecanismo de gran
importancia para la obtencion de plantulas robustas y con el mayor porcentaje de
supervivencia. Una vez seleccionado el sustrato de interés debe ser desinfectado con

formaldehido al 3% por un plazo de 72 horas (Infoagro, 2010).

Orozco (2012), menciona que la siembra del material a aclimatar se realiza en una
combinacion de sustratos asépticos de origen natural o artificial que permitan el
crecimiento de cada planta en condiciones ambientales controladas. Las raices deben tener

aireacion, disponibilidad de agua y sostén mecanico para un mejor desarrollo.

El empleo de un medio compuesto por tierra negra y arena lavada en una
proporcion 1:1, con vitroplantas de 6 cm de altura aproximada; después de un lapso de
tres meses permite el 100% de supervivencia, y plantas cuya altura varia entre 9 y 15
cm (Oviedo, 2015)

Otros estudios efectuados en vitroplantas de pifia “‘Pérola”, reportan un 95% de
supervivencia empleando sustratos como: Suelo 100%, compost 100% Yy (suelo 50% +
compost 50%); alcanzando plantas aclimatadas con las siguientes caracteristicas: altura
(8,26 cm, 15,63 cm, 13,30 cm), nimero de hojas comprendidas entre (10,1, 17,16,
16,33), y raices de (8,90 cm, 12,46 cm, 12,67 cm) en funcion de cada sustrato

respectivamente (Moreira, 2006).

Al utilizar como sustrato suelo, cascara de café y arena en relacion 1:2:1,
respectivamente, permite mas del 90% de supervivencia en plantas de pifia Smooth
cayenne en un periodo de dos meses y medio, con plantas con un promedio de 12,0
hojas y 8,55 raices de longitud 5,78 cm aproximadamente, asi mismo al mezclar suelo,
arena y cascara de café bien descompuesta en una relacion 2:1:1, proporciona del 90 a
95% de supervivencia, dependiendo del tipo de agente gelificador utilizado durante el

proceso de la micro propagacion (Ayenew et al., 2012).
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Estudios realizados en plantas de pifia Perola micropropagadas, donde se han
evaluado diferentes factores, tales como el tamafio de las plantas a aclimatar y la
composicion del sustrato (compost organico y arena en proporcion 5:1), se ha
determinado que independientemente del sustrato empleado, se puede obtener un
93,8% de supervivencia, cuando los brotes aclimatados son de mas de 7 cm de altura.
(Baudoin, 2002). A diferencia con la variedad MD2 en la que, empleando sustratos
como arena, permiten un 50% de supervivencia 'y 75% con el uso de arena y peatmoss

(sustrato a base de musgo sphagnum) en una relacion (1:1) (Al-Taha HA, 2013).

Asi mismo, con empleo de sustratos como la turba se reporta el 100% de
supervivencia en un lapso de 80 dias para B. Zebrina (Luther, 2010) y en un periodo de
ocho semanas para Ananas comosus, con vitroplantas de 8 — 12 ¢cm de longitud, un
promedio de 6 - 8 hojas y buen sistema radicular; ademas con el uso de plantmax y una
mescla (a base de Bagaso de cafia + torta de filtro), en un lapso de 150 dias, permiten
obtener plantas de pifia aclimatadas, con un promedio de 12,0 y 13,6 hojas

respectivamente (Avella et al., 2015).

18



4. METODOLOGIA

4.1. Disefo de la investigacion

4.1.1. Ubicacion del ensayo

La investigacion se realiz6 durante los meses de junio a diciembre del 2019, en la
Facultad de Ingenieria Agrondmica (FIAG) de la Universidad Técnica de Manabi,
localizada geograficamente a 01°09’ de latitud sur 80°21" de longitud oeste con una altitud

de 60 msnm.

4.1.2. Material vegetal

El material utilizado, consistio en vitroplantas obtenidas de puyones (hijos axilares)
e hijos del fruto (hijos apicales) de planta de pifia (Ananas comosus (L) Merr.), variedad
Parolera con un promedio de 5,77 cm de altura y 4,34 hojas/plantulas, con un sistema
radicular desarrollado, obtenidas previamente del laboratorio de cultivo de tejidos de la
FIAG.

4.1.3. Preparacion de las vitroplantas

Las vitroplantas se retiraron de los envases, y las raices fueron lavadas con
abundante agua hasta eliminar completamente los residuos de agar. Posteriormente estas
plantulas se llevaron a la casa malla para ser colocadas en bolsas plasticas de 1 Kg de

volumen conteniendo cada uno los diferentes tratamientos (Tabla 1).

4.1.4. Propiedades quimicas de los sustratos

El suelo agricola que se emple0 presenta caracteristicas equilibradas de arena, limo
y arcilla con contenido de materia organica (MO), pH, nitrégeno (N), fosforo (P), potasio
(K) (Tabla 2). En relacion, a los materiales organicos, la tierra de cacao empleada se
obtuvo mediante la descomposicion de hojas, ramas y frutos de plantas de cacao con tierra
agricola, mientras que el abono orgéanico es un fertilizante proveniente del compostaje de
la gallinaza procedente de los galpones de produccién de huevos que bajo un estricto y
controlado proceso de secado y sanitizacion, es transformado en un producto de uso
agricola de alta calidad. Se utiliz6 un tratamiento testigo con arena de rio con la finalidad

de contrastar el efecto quimico y fisico de cada uno de los sustratos evaluados (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas quimicas del suelo agricola y arena de rio

Sustrato pH M.O. NHe | P K [Ca [ Mg
(%0) mg kg! meq 100g™

Suelo Agricola | 6,4 1,4 16 13 0,8 10 2.1

Arena de rio 7.1 1,8 24 38 1,1 11,6 1,32

Fuente: Laboratorio de analisis quimicos y fisicos de muestras de suelo del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (2019).

Tabla 3. Caracteristicas quimicas de los materiales organicos

M.O. [N P K | Ca | Mg
Sustrato pH %
Tierra de cacao | 6,8 53.5 1,8 0,8 1,7 1,3 0,4
Abono orgénico | 7,3 41,5 1,6 0,4 1,1 1,1 0,5

Fuente: Laboratorio de andlisis quimicos y fisicos de muestras de suelo del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (2019).

4.1.5. Preparacion de los sustratos
Para la preparacion del sustrato se utilizd: arena de rio, tierra agricola, abono
orgénico y tierra de cacao y se realizd la limpieza y mezcla de los sustratos en

proporciones volumétricas (Gréfico 1):

= En primer lugar, la arena de rio fue tamizada para eliminar restos vegetales y

gravas (piedras mayores a 5 mm).

= En el caso de la tierra se usaron dos tipos de cernidores: el primero permitia el
paso de particulas con diametros menores de 5 mm y el segundo particulas mas
finas menores a 5 mm. Posterior a ello se realizé la mezcla correspondiente con la

ayuda de una pequefia pala.
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Tierra de cacao

Suelo agricola

Abono organico

Arena de rio

Graéfico 1. Preparacion de sustratos empleados para la siembra de las vitroplantas de pifia (Ananas comosus)

4.1.6. Tratamientos

Los tratamientos empelados en esta investigacion incluyen los diferentes sustratos

evaluados, los mismos que se detallan a continuacion:

Tipo de explante | No | Combinacién Proporcion en volumen (%)
(tratamiento) "gyelo Tierra Arena | Abono Proporcion
agricola | de cacao organico

1 P1S1 100
2 P1S2 100
3 P1S3 100
4 P1S4 100

Puyones (P1) 5 | PS5 50 25 25 211
6 P1S6 25 50 25 1:2:1
7 P1S7 25 25 50 1:1:2
8 P1S8 50 25 25 2:1:1
9 P1S9 25 50 25 1:2:1
10 P1S10 25 25 50 1:1:2
1 p2s1 100
2 P2S2 100

. 3 P2S3 100

2-|P|12c)>s de fruto 2 P2Sa 100
5 P2S5 50 25 25 2:1:1
6 P2S6 25 50 25 1:2:1
7 p2Ss7 25 25 50 1:1:2
8 P2S8 50 25 25 2:1:1
9 P2S9 25 50 25 1:2:1
10 P2S10 25 25 50 1:1:2

Tabla 1. Sustratos empleados en la evaluacion de la aclimatacion ex vitro de dos tipos de explantes de pifia
(Ananés comosus L. Merr) var perolera”.
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4.1.7. Llenado de bolsas
Para establecer las plantulas en el sustrato se usaron bolsas plasticas color negro

de 1 kg, las cuales se llenaron con la mezcla de sustrato hasta ¥ partes de su volumen.

4.1.8. Trasplante
Las plantulas fueron transferidas a los diferentes tratamientos. Cada plantula se
sembro y se introdujo hasta la parte del nivel del cuello y luego se cubrié el orificio con

el mismo sustrato y se realizd presion suavemente para que sostenga a la plantula.

4.1.9. Riego

Siete dias después del trasplante (DDT), las vitroplantas se mantuvieron en
condiciones de alta humedad en las hojas, para evitar problemas de deshidratacion (se
mantuvo la humedad en el follaje mediante riegos con atomizador cada hora con una
duracién de 30 segundos cada vez) y baja intensidad luminosa. A los 30 DDT se
disminuyé la frecuencia de los riegos al follaje, regandolas a partir de ese momento una
vez al dia durante otros 20 dias. Posteriormente las plantas ya no recibieron riego con

atomizador, pero si los riegos a nivel del sustrato espaciados cada dos dias.

4.1.10. Fertilizacion

Las primeras cuatros semanas, se aplicé semanalmente una solucién nutritiva MS/2
segun la formulacion de Murashige y Skoog (1962). Posteriormente, cada ocho dias se
fertiliz6 con macronutrientes y micronutrientes. Se aplic6 un fertilizante rico en fosforo y
se alterno con fertilizante completo (macro y micronutrientes). Se utilizaron fertilizantes
foliares porque esto se asimilan mejor por las hojas debido a que su sistema radicular no
a su etapa maxima de desarrollo. La fertilizacion se suspendié cuando las plantulas
adquirieron las caracteristicas deseadas, es decir, cuando desarrollaron hojas funcionales

a los 60 dias después del establecimiento de las plantulas al sustrato.

4.1.11. Labores culturales
Las labores culturales consistieron en el control de malezas, riego, fertilizacién, monitoreo

de las variables y demas cuidados que exigi6 el cultivo.
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4.2. Definicién de variables

4.2.1. Porcentaje de sobrevivencia
A los 10 dias después de la siembra en las bolsas de plastico, se contaron las plantas

muertas en cada unidad experimental.

4.2.2. Namero de hojas
Semanalmente se evaluaron por observacion visual, la emision de una nueva hoja

durante el tiempo de aclimatacion.

4.2.3. Materia seca total
Se seleccionaron la parte radicular y aérea luego se colocaron en estufa por 48h a

70°C, posteriormente se pesaron hasta llegar a su peso constante.

4.2.4. Indice de productividad del agua
El objetivo de esta variable fue determinar cuantos gramos de materia seca se
producen por cada ml de agua aplicado. Se calcul6 mediante la formula propuesta por

Broa et al. (2013) para calcular el indice de productividad del agua

R (g)

IPA= traa
Dénde:

IPA= indice de productividad del agua
R= biomasa generada
CTAA = cantidad total de agua aplicada

4.3. Anélisis de datos

En la investigacion se evaluaron dos tipos de explantes y 10 tratamientos en cuatro
repeticiones cada uno. Las variables se analizaron en experimentos independientemente.
Se utilizé un Disefio de Blogues Completamente al Azar teniendo un total de 60 unidades
experimentales. Las unidades experimentales estuvieron conformadas por 10 vitroplantas,
haciendo un total de 600 vitroplantas por los 20 tratamientos en los dos tipos de explante
(puyones e hijos de fruto). Para el analisis de los datos se realizé una prueba de analisis
de varianza (ANOVA) mediante el T de Fischer al 5%, y para la separacion de medias
entre los tratamientos se uso el Test LSD al 5%, en el software estadistico InfoStat

profesional 2018.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Porcentaje de sobrevivencia

La aclimatacion de plantulas micropropagadas de pifia var. Perolera, resulté en
términos generales en altas tasas de supervivencia (Tabla 4), el 100% de los tratamientos,
mostraron mas del 70% de supervivencia y se observo que los sustratos tuvieron un efecto
significativo a los 10 DDT (P < 0,001). Las vitroplantas que provenian de puyones (P1)
mostraron en promedio los indices de sobrevivencias mas altos (93.88%) en relacion con

los provenientes de hijos de fruto (89,63%).

Los resultados de la prueba t de Student para dos muestras con un nivel de
significancia del 95%, muestran en la variable sobrevivencia significancia estadistica en
el 70% de los tratamientos. Mientras que los tratamientos que Unicamente contenian suelo
agricola y abono organico, asi como la mezcla de suelo agricola + tierra de cacao + arena

(2:1:1) no mostraron significancia estadistica (Tabla 4).

La sobrevivencia de las vitroplantas depende de la transferencia exitosa y el
establecimiento en condiciones ex vitro, porque influyen de manera directa muchos
factores como: la humedad relativa, el nivel de irradiacion, déficit de agua debido a la
pobre conductividad hidraulica de las raices y la baja conexién raiz-tallo (Fila et al., 1998).

Los resultados del analisis de varianza realizado muestra que existe diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados (P< 0,05) en los puyones como en los hijos
de fruto. (Anexo 1). En el Grafico 2, Anexo 2 se observan las medias de los tratamientos
estudiados, asi como el orden de mérito de estas, segun analisis de Duncan, en el caso de
los puyones, los tratamientos que incluyen Suelo agricola + Tierra de cacao + Arena de
rio (1:2:1), Suelo agricola + Arena de rio + Abono organico (1:1:2/ 2:1:1/ 1:2:1), Abono
organico (100%) presentaron valores superiores a 95% de supervivencia ubicandolos
como los mejores tratamientos para la sobrevivencia de las vitroplantas de pifia, los cuales

no difieren entre si, pero si del resto de tratamientos.
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En relacion, a los hijos de fruto (P2), la sobrevivencia en todos los tratamientos fue
inferior a la reportada en puyones, sin embrago, el tratamiento que incluyé 100% de
Abono organico reportd el porcentaje mas alto (97,4%) seguido de los tratamientos que

incluian Suelo agricola + Tierra de cacao + Arena de rio (proporciones 2:1:1 / 1:1:2),

120

A

mostraron porcentajes de 93,70 y 93,16 % respectivamente.
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Gréfico 2. Valores promedios de los sustratos empleados en la aclimatacién de vitroplantas de pifia (Ananas
comosus L. Merr) var Perolera. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P > 0,05).

La aclimatacion presenta un desafio en el caso de la pifia, ya que las plantas crecen
a un ritmo muy lento durante este proceso, lo que aumenta el tiempo necesario para liberar
las plantas sumado a las implicaciones de costos asociadas (Gonzalez-Rodriguez et al.,
2013; Gonzales et al., 2011; Yanez et al., 2000). Por ello el empleo de sustratos para
promover una aclimatacion mas rapida y eficiente resulta una estrategia muy beneficiosa,
considerando que en varias investigaciones se ha incluido el uso de microorganismos
fijadores de nitrogeno (Mengesha et al., 2013) y modificaciones en el suministro de luz,

riego y fertilizacion (Soto et al., 2020; Rodriguez-Escriba et al., 2015-2016).
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Tabla 4. Prueba de T de Student de sobrevivencia, IPA, peso seco y numero de hojas de vitroplantas pifia (Anana comosus L.
Merr variedad Perolera), sembradas en diferentes sustratos.

Sustratos S1 T 82 T S3 T S4 T S5 T S6 T S7 T S8 T 89 T S10 T
Puyones
Sobrevivencia (%) 90 s 929 g BI wu BOE g I IO T 929 g ITE o 949
Hijos de fruto 70,0 92.1 89,1 97,4 89,6 90,1 90,2 93,7 89,9 93,2
Puyones
PA (g/L) 16w 12 g 10 g 12 Ng M4 s LD g Do\ 18 ns M4 ns 12
Hijos de fruto 12 11 10 1,1 11 1,2 1,0 12 14 14
Puyones
peso seco (glplanta) 43 .. 23 ., 11 NS 1,2 NS 19 .. 14 NS 12 NS 2,6 NS 3,0 NS 14
Hijos de fruto 16 0.9 1,0 0,9 1,2 1,5 1,1 18 35 33
Puyones
Nmero de hojas 192 ,, 172 ,, 148 (o 172 o 152 o 168 (o 188 ,, 192 o 172 , 208
Hijos de fruto 172 15,2 15,2 17,2 16,0 16,8 16,0 18,8 18,8 19,2

*|PA: Indice de productividad del agua (g/L)
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Los altos indices de sobrevivencia en las vitroplantas de pifia son muy favorables,
puesto que, las pérdidas en la etapa de aclimatacion son criticas en el proceso de

micropropagacion (Segovia et al., 2002).

Considerando que la principal causa de muerte de plantas micropropagadas al ser
trasplantadas a condiciones ex vitro, es por desecacion que sufren debido a la pérdida de
agua foliar y la absorcién reducida de la misma por parte del sistema radical durante la
primera semana (Preece y Sutter, 1991), los sustratos combinados que incluian suelo
agricola (P1S5, P1S7 y P1S9) y abono organico (P1S4) permitieron obtener los
porcentajes de supervivencia superiores al 96,00 %, por lo que se les puede atribuir que
tuvieron una gran capacidad de retencion de humedad, asi como la disponibilidad de
nutrimentos y agua disponible para la planta.

Resultados similares obtuvieron Moreira et al. (2006) utilizando 11 sustrato (suelo,
estiércol de ganado, Plantmax y compost organico) mezclados e individualmente, con
vitroplantas de pifia variedad Perla de 6 cm de altura aproximada; las mismas que

alcanzaron aproximadamente el 95% de supervivencia para todos los tratamientos.

5.2. Indice de productividad del agua
Los resultados de los andlisis del indice de productividad del agua mostraron
diferencia estadistica en los sustratos empleados (Anexo 3). La prueba de T de Student
muestra significancia estadistica en 30% de los sustratos, siendo el Suelo agricola (100%),
Suelo agricola + Arena + Abono organico (proporcion 1:2:1) y Suelo agricola + Tierra de
cacao + Arena (proporcién 1:1:2) los que contribuyeron a esa significancia (Tabla 4). Los
puyones reportaron los mayores promedios, produciendo 1,25 g de materia seca por cada

litro de agua agregado en comparacién con los hijos de fruto (1,18 g/L).

En puyones, los sustratos que mejor absorcion de agua reportaron fueron: Suelo
agricola (100%) y Suelo agricola + Arena + Abono orgéanico (proporcion 2:1:1) y Suelo
agricola +Tierra de cacao + Arena (proporcion 1:2:1) con 1.57, 1.36 y 1.36 g/L
respectivamente. Mientras que los hijos de fruto los sustratos Suelo agricola (100%) y
Suelo agricola + Tierra de cacao + Arena (proporcion 2:1:1, 1:2:1y 1:1:2) con 1.41, 1.40

y 1.24 g/L respectivamente reportaron los promedios mas altos. Sustratos que
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estadisticamente no difieren entre ellos, pero si del resto de sustratos (Grafico 3, Anexo
4). Resultados que podrian estar relacionados con la aseveracion de Mengesha et al.
(2013), quien sugiere que la mezcla que tiene mas materia organica (abono organico y
tierra de cacao) e igual proporcion de suelo agricola y arena de rio mejora la aireacion y
reduce la retencion de agua permitiendo el crecimiento de la raiz, lo que conduce a una
mejor tasa de supervivencia, disponibilidad de nutrientes y agua y por ende mejor
rendimiento de la planta.

Basantes (2010), manifiesta que la pifia una vez que ha acumulado sus reservas
acelera sus procesos fisioldgicos para dar como resultado una mayor acumulacién de masa
verde, producto de la mayor absorcion de agua y division celular que conduce a un mayor
crecimiento por numero y alargamiento celular, que lleva un mayor desarrollo vegetativo,
que se refleja en una alta capacidad fotosintética que induce a un cambio metabolico

vegetal a floral.
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Gréfico 3. Valores promedios del indice de productividad de agua de vitroplantas de pifia (Ananas comosus
L. Merr) var Perolera sembradas en diferentes sustratos. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (P > 0,05).
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5.3. Numero de hojas
En relacién, al namero de hojas por plantulas, se pudo apreciar diferencias
significativas en los sustratos empleados durante las seis semanas de evaluacion (P <
0,001). Los puyones mostraron los mayores promedios de numeros de hojas (17,64), en

relacion, a los hijos de fruto (15,14) (Grafico 4).

Los resultados de la prueba T de Student (Tabla 4) muestra significancia estadistica
en el 40% de los tratamientos. Los sustratos simples y combinados que contribuyeron a
esa significancia fueron: Suelo agricola (100%), Tierra de cacao (100%), suelo agricola +
arena + abono organico (1:1:2), suelo agricola + tierra de cacao + arena (1:2:1). Mientras
que el resto de los sustratos no mostraron significancia estadistica, incluyendo simples y

combinados.

El andlisis de varianza segun Duncan muestra diferencias significativas entre
los tratamientos evaluados (P < 0,05) asi como también en los puyones y en los hijos de
fruto (Anexo 5). El grafico 4 Anexo 6. representa la media de los tratamientos estudiados.
En el caso de los puyones, el sustrato simple que mejor respuesta mostrd fue Suelo
agricola (100%), mientras que en los combinados: Suelo agricola + Tierra de cacao +
Arena (proporcion 1:1:2/ 2:1:1) y Suelo agricola + Arena + Abono organico (proporcion
1:1:2) reportaron 20,80 — 19,20 — 19,20 y 18,80 hojas/planta respectivamente, los cuales
no difieren estadisticamente entre ellos, pero si del resto de sustratos, siendo estos

tratamientos los que indujeron a la aparicién del mayor nimero de hojas.

En cuanto a los hijos de frutos, con los sustratos combinados Suelo agricola +
Tierra de cacao + Arena (proporcion 1:1:2/ 1:2:1 y 2:1:1) se obtuvieron los mayores
numeros de hojas/planta (19,20 — 18,80 y 18,80 respectivamente) mientras que los

sustratos simples presentaron promedios inferiores (Grafico 4).

Los resultados observados en esta variable podrian estar relacionados con las
caracteristicas fisicas y quimicas que se obtuvo en las diferentes mezclas (sustratos)
gracias al aporte de nutrientes del suelo agricola (N, K, P) y a la incorporacion del abono

orgénico y tierra de cacao que, en conjunto con las condiciones climéticas favorables,
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permitieron el desarrollo fenoldgico de la pifia. Mientras que la arena de rio segln el

analisis quimico realizado presenta menos nutrientes que el resto de los sustratos.
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Gréfico 4. Valores promedios del nimero de hojas de wtroplantas de pifia (Ananas comosus L. Merr) var
Perolera sembradas en diferentes sustratos. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (P > 0,05).

w
— 8

—
n

Numero de hojas
=

Resultados que estarian en concordancia con los reportados por Atawia et al.
(2016), quienes obtuvieron en promedio 6,55 hojas en 30 dias de evaluacion en una mezcla
de turba mas arena (2:1) en vitroplantas de pifia (Ananas comosus L. var. Smooth
Cayenne), mientras que Mendonga et al. (2017), obtuvieron resultados superiores a los
270 dias de aclimatacion, con 19,2 y 20,6 hojas promedio para los cultivares 'Vitoria' e
‘Imperial’, respectivamente, en un sustrato compuesto por tierra y estiércol de cabra (1:1
v/v). Por otra parte, Villalobo et al. (2012), indicaron que durante los 30 primero dias de
evaluacion de vitroplantas de pifia variedad MD2 no hubo diferencias significativas en
algunas variables entre ellas, numero de hojas.

5.4. Materia seca total
La masa seca total tuvo efecto significativo en el 40% de los sustratos evaluados.
El Suelo agricola (100%) y la Tierra de cacao (100%) como sustratos simples y el Suelo
agricola + Arena + Abono orgéanico (proporcion 2:1:1'y Suelo agricola + Tierra de cacao
+ Arena (proporcion 1:1:2) como sustratos combinados fueron los que contribuyeron a
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esa significancia estadistica, mientras que el resto de los sustratos no fueron
estadisticamente significativos segun la prueba de T de Student (Tabla 4). (Anexo 7).

El grafico 5, Anexo 8 muestra mayores promedios en puyones de materia seca
durante las semanas evaluadas (1,93 g), en comparacion con los hijos de frutos (1,39 g).
En puyones el sustrato compuesto Unicamente por Suelo agricola (100%) reporté el mayor
promedio de materia seca total (4,34 g), a pesar de que los sustratos combinados Suelo
agricola + Arena + Abono organico (proporcion 2:1:1) y Suelo agricola + Tierra de cacao
+ Arena (proporcion 1:2:1y 2:1:1) también mostraron valores altos con promedios de 2,96
g, 2,80y 2,62 g. Mientras que los hijos de fruto, los sustratos que contenian Suelo agricola
+ Tierra de cacao + Arena (proporcion 2:1:1, 1:2:1) fueron los que mostraron los mayores

promedios de peso seco (3,48 g y 3,30 g) difiriendo estadisticamente del resto de sustratos.
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Gréfico 5. Valores promedios de la materia seca total de vitroplantas de pifia (Ananas comosus L. Merr)
var Perolera sembradas en diferentes sustratos. Medias con una letra comdn no son significativamente
diferentes (P > 0,05).
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Vargas et al. (1998) experimentaron con varios sustratos y reguladores de crecimiento
en vitroplantas de pifia Ananas comosus (L.) Merr, concluyendo que, para el peso seco,
los promedios mayores se lograron cuando se aplicé acido indol butirico a las vitroplantas
sembradas en el sustrato arena. Mientras que Mengesha et al. (2013) reportaron
diferencias significativas para las vitroplantas de pifia sembradas en dos sustratos
diferentes: una mezcla de suelo + céscara de café + arena (proporcion 1:2:1) y otro sustrato
a base de turba (Jiffy-7). Aparentemente, el sustrato Jiffy-7 mostré valores medios mas

altos en casi todos los parametros de crecimiento incluyendo al peso seco total.
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6. CONCLUSIONES

Con base en los objetivos propuestos y resultados obtenidos se concluye que:

1) Los sustratos cuyo contenido nutricional esta basado en materia organica, mejoran
los niveles de sobrevivencia y la estimulacion en el desarrollo de las vitroplantas

de pifia durante la etapa de aclimatacion.
2) Los explantes provenientes de puyones mostraron mejor respuesta en cuanto a la

sobrevivencia, materia seca total, nimero de hojas e indice de productividad de

agua en la aclimatacion ex vitro en relacion, a los provenientes de hijos de frutos.
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7. RECOMENDACIONES

1) Evaluar el comportamiento de las vitroplantas de pifia con los sustratos
simples y compuestos con relacion al desarrollo vegetativo y rendimiento.

2) Emplear sustratos a base de materia organica para asegurar la
sobrevivencia de las vitroplantas en etapa de aclimatacion ex vitro.

3) Emplear sustratos a base de materia organica con reguladores de
crecimiento para mejorar el sistema radicular y obtener plantas con caracteristicas
morfoldgicas bien desarrolladas.
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8. ANEXOS

Anexo 1. ANOVA de la variable sobrevivencia en puyones e hijos de fruto de las vitroplantas de Pifia
(Anana comosus Merr)

Puyones

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1303,74 13 100,29 42,75  <0,0001
Repeticion 14,33 4 3,58 1,53 0,2150
SUSTRATO 1289,41 9 143,27 61,06 <0,0001
Error 84,46 36 2,35
Total 1388,20 49
Hijos de fruto

F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 2307,19 13 177,48 34,85 <0,0001
repeticién 0,67 4 0,17 0,03 0,9978
SUSTRATO 2306,52 9 256,28 50,32 <0,0001
Error 183,36 36 5,09
Total 2490,55 49

Anexo 2. Comparacién de medias de Puyones e Hijos de fruto en la variable sobrevivencia de las
vitroplantas de Pifia (Anana comosus Merr)

Puyones
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=3,26352
Error: 2,3462 gl: 36

SUSTRATO Medias n E.E.

9 9782 5 069 A

7 97,714 5 069 A

5 97,46 5 069 A

4 96,63 5 069 A B

6 9558 5 069 A B C
10 94,92 5 069 A B C
3 93,88 5 0,69 B C
2 9294 5 0,69 C
8 9286 5 0,69 C
1 7969 5 0,69 D

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Hijos de fruto
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=4,80847
Error: 5,0933 gl: 36

SUSTRATO Medias n E.E.

4 97,44 5 1,01 A

8 93,70 5 1,00 A B

10 93,16 5 1,00 A B

2 92,15 5 1,01 B

7 90,24 5 1,01 B

6 90,13 5 1,01 B

9 89,87 5 1,01 B

5 89,62 5 1,01 B

3 89,08 5 1,01 B

1 7055 5 1,01 C
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 3. ANOVA de la variable eficiencia de absorcion de agua en puyones e hijos de fruto de las
vitroplantas de Pifia (Anana comosus Merr)

Puyones

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 1,19 13 0,09 7,83  <0,0001
repeticion 0,04 4 0,01 0,76  0,5579
SUSTRATO 1,15 9 0,13 10,97 <0,0001
Error 0,42 36 0,01
Total 161 49
Hijos de fruto

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0,98 13 0,08 7,21  <0,0001
repeticion 0,11 4 0,03 2,62 0,0509
SUSTRATO 0,87 9 0,10 9,25  <0,0001
Error 0,38 36 0,01
Total 136 49

Anexo 4. Comparacion de medias de puyones e hijos de fruto en la variable eficiencia de absorcion de
agua de las vitroplantas de Pifia (Anana comosus Merr)

Puyones
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,23040
Error: 0,0117 gl: 36

SUSTRATO Medias n E.E.

1 157 5 005 A

5 136 5 005 A B

9 136 5 005 A B

8 133 5 0,05 B C

2 123 5 0,05 B C D
10 119 5 0,05 B C D
4 1,18 5 0,05 B C D
6 111 5 0,05 C D
7 1,08 5 0,05 D
3 104 5 0,05 D

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Hijos de fruto
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,21799
Error: 0,0105 gl: 36

SUSTRATO Medias n E.E.

9 141 5 005 A

10 140 5 005 A

8 124 5 005 A B

1 121 5 005 A B C
6 1,17 5 0,05 B C
4 1,14 5 0,05 B C
2 1,13 5 0,05 B C
5 1,05 5 0,05 B C
7 1,03 5 0,05 B C
3 101 5 0,05 Cc
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

27



Anexo 5. ANOVA de la variable nimero de hojas en puyones e hijos de fruto de las vitroplantas de

Pifia (Anana comosus Merr)

Puyones

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 159,64 13 12,28 8,52 <0,0001
repeticion 212 4 053 0,37 0,8300
SUSTRATO 157,52 9 17,50 12,14 <0,0001
Error 51,88 36 1,44

Total 211,52 49

Hijos de fruto

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 103,04 13 7,93 10,62 <0,0001
repeticion 352 4 0,88 1,18 0,3366
SUSTRATO 99,52 9 11,06 14,81 <0,0001
Error 26,88 36 0,75

Total 129,92 49

Anexo 6. Comparacion de medias de puyones e hijos de fruto en la variable nimero de hojas de las
vitroplantas de Pifia (Anana comosus Merr)

Puyones

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,55774

Error: 1,4411 gl: 36

SUSTRATO Medias n E.E.

10 20,80 5 054 A

8 19,20 5 054 A B

1 19,20 5 054 A B

7 18,80 5 054 A B

9 17,20 5 0,54 B C

2 17,20 5 0,54 B C

4 17,20 5 0,54 B C

6 16,80 5 0,54 B C

5 1520 5 0,54 C

3 1480 5 0,54 c

Hijos de fruto

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,84107

Error: 0,7467 gl: 36

SUSTRATO Medias n E.E.

10 19,20 5 039 A

8 18,80 5 039 A B

9 18,80 5 039 A B

1 17,20 5 0,39 B C

4 17,20 5 0,39 B C

6 16,80 5 0,39 C D
7 16,00 5 0,39 C D
5 16,00 5 0,39 C D
2 1520 5 0,39 D
3 1520 5 0.39 D
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 7. ANOVA de la variable materia seca de raiz y parte aérea en puyones e hijos de fruto de las
vitroplantas de Pifia (Anana comosus Merr)

Puyones

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 77,18 13 5,94 8,34  <0,0001
Repeticion 241 4 0,60 0,85 0,5056
SUSTRATO 74,78 9 8,31 11,67 <0,0001
Error 25,64 36 0,71
Total 102,82 49
Hijos de fruto

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 6,53 13 0,50 8,66 <0,0001
Repeticion 0,64 4 0,16 2,75 0,0429
SUSTRATO 5,90 9 0,66 11,29 <0,0001
Error 2,09 36 0,06
Total 8,62 49

Anexo 8. Comparacién de medias de puyones e hijos de fruto en la variable materia seca de raiz y
parte aérea de las vitroplantas de Pifia (Anana comosus Merr)

Puyones
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,79797
Error: 0,7121 gl: 36

SUSTRATO Medias n E.E.

1 434 5 038 A

9 296 5 038 A B

5 280 5 038 A B

8 262 5 038 A B C

2 227 5 0,38 B C D

10 142 5 0,38 B C D E
4 122 5 0,38 B C D E
6 084 5 0,38 C D E
7 054 5 0,38 D E
3 024 5 0,38 E

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Hijos de fruto
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,51321
Error: 0,0580 gl: 36

SUSTRATO Medias n E.E.

9 207 5 011 A

10 205 5 011 A

8 166 5 011 A B

1 156 5 011 A B C

6 150 5 0,11 B C D
4 139 5 0,11 B C D
2 136 5 0,11 B C D
5 1,16 5 0,11 B C D
7 1,09 5 0,11 C D
3 104 5 011 D
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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