Manual de propagacion in vitro de pina
(Ananas comosus L. Merr.) var. MD-2 Golden
utilizando biorreactores de inmersion temporal




Manual de propagacion in vitro de pifia (Ananas comosus L. Merr.), var. MD-2 Golden
utilizando biorreactores de inmersion temporal

Segunda edicion. Octubre 2019.

Instituto Nacional de Innovacidn Agraria - INIA
Estacion Experimental Agraria El Porvenir - San Martin
Direccidn de Recursos Genéticos y Biotecnologia
Subdireccién de Biotecnologia

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
www.inia.gob.pe

Equipo técnico:

Henri Delgado Haya

Mar Asuncién Garate Navarro
Alexander Altamirano Salazar
Juliana Rodriguez Garcia
Marco Antonio Ledn Martinez

Todos los derechos reservados.
Prohibida la reproduccién de esta publicacion por cualquier medio, total o parcialmente, sin permiso expreso.



Agradecimientos

e Al Instituto Nacional de Innovacién Agraria - INIA y su
unidad ejecutora, el Programa Nacional de Innovacion
Agraria-PNIA.

e Al equipo técnico del proyecto “Optimizacion de
sistemas de inmersiéon temporal para la produccién
masiva de plantulas de pifia (Ananas comosus L. Merr.)
enlaregion San Martin”.

* Al Instituto de Investigacién Bioldgica de las Cordilleras
Orientales - INIBICO, por su apoyo técnico y logistico en
la ejecucion del proyecto.






Manual de propagacion in vitro de pifia, var. MD-2 Golden utilizando biorreactores de inmersion temporal

Contenido

1. Presentacion
2. Introduccion
3. Equipamiento
4. Cultivoinvitrode pina

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13
4.14
4.15
4.16
4.17

Material vegetal

Tratamiento sanitario del material vegetal

Preparacién del material vegetal

Primera desinfeccion

Extraccion de yemas

Segunda desinfeccidon e introduccidn in vitro

Condiciones de cultivoin vitro

Condiciones deincubacionin vitro

Establecimiento y multiplicacidn de plantulas en sistema convencional in vitro
Multiplicacién en sistema de inmersidn temporal utilizando BITs
Preaclimatacion de plantulas

Aclimatacién de plantulas

Sustrato

Riego

Fertilizacién

Control fitosanitario

Condiciones ambientales de aclimatacion

5. Flujogramas de propagacionin vitro de pina

5.1
5.2
5.3
5.4

Establecimiento in vitro

Multiplicacién convencional

Multiplicacién de plantulas de pifia en biorreactores de inmersién temporal
Aclimatacién de plantulas de pifia

6. Composicidonde las soluciones stock

6.1
6.2

Composicion de soluciones stock
Composicion de los medios de cultivo

7. Glosario



Los protocolos presentados han
sido validados para la variedad
MD-2 Golden, sin embargo, esto
no excluye su uso para multiplicar
otras variedades de este cultivo.
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Presentacion

El Instituto Nacional de Innovacion Agraria presenta el "Manual de propagacidn in vitro
de pifia (Ananas comosus L. Merr.), Var. MD-2 Golden utilizando biorreactores de
inmersion temporal", como producto de investigaciones realizadas durante 6 afios en
el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Estacidn Experimental Agraria El Porvenir
- San Martin; una tecnologia de produccidn in vitro de plantulas de pifia, que utiliza la
técnica de Biorreactores de Inmersion Temporal (BITs) para maximizar la multiplicacion
de plantulas.

Los protocolos presentados han sido validados para la variedad MD-2 Golden, sin
embargo, esto no excluye su uso para multiplicar otras variedades de este cultivo (para
programas de introduccién y recambio varietal). Las aplicaciones de los protocolos
generados podrian ser utilizados también para otras especies vegetales.

Por ultimo, mencionar que el presente manual ha sido posible gracias al trabajo de los
miembros del equipo técnico del proyecto 025 Pl "Optimizacién de sistemas de
inmersion temporal para la produccidon masiva de plantulas de pifia (Ananas comosus
L. Merr.), en la regién San Martin", la colaboracién del Instituto de Investigacién
Bioldgica de la Cordilleras Orientales (INIBICO) y a la valiosa colaboracién del Programa
Nacional de Innovacién Agraria (PNIA), unidad ejecutora del INIA, que financid las
investigaciones realizadas.
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Introduccion

El presente documento tiene como propdsito generar una guia clara y especifica que
garantice la éptima ejecucién de los diferentes procedimientos del cultivo in vitro de |a
pifia (Ananas comosus L. Merr) variedad MD-2 Golden, y su multiplicacion utilizando
Biorreactores de Inmersion Temporal (BITs). Comprende en forma ordenada,
secuencial y detallada, los pasos a seguir para cada actividad, abarcando colecta de
material vegetal, tratamiento del material vegetal, procedimientos de desinfeccién,
enjuague, formulacién de soluciones stock, composicion y preparacion de medios de
cultivo para las diferentes fases de cultivo, extraccion y siembra de yemas laterales,
transferencias in vitro, instalacion y multiplicacion en Biorreactores de Inmersion
Temporal y condiciones de aclimatacion. Contiene flujogramas de toda la secuencia del
cultivo in vitro, acompafiado de fotografias para mejor comprension de los
procedimientos utilizados.

Es importante sefialar, que este documento estd sujeto a actualizacion en la medida
gue se vayan optimizando los procedimientos de propagacion in vitro de la pifia. La
adaptacion de los protocolos se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Estacion Experimental Agraria El Porvenir - San Martin del Instituto Nacional de
Innovacién Agraria — INIA, ubicado en el distrito de Juan Guerra, San Martin, Peru,
entre los meses de marzo de 2016 a febrero de 2019, en el marco del proyecto 025_PI
"Optimizacion de sistemas de inmersidn temporal para la producciéon masiva de
plantulas de pifia (Ananas comosus L. Merr.), en la region San Martin".
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Equipamiento

EQUIPOS

e Autoclave eléctricaa 121 °C.

e Cabina de flujo laminar horizontal.
e Potencidémetro.

e QOzonizador.

e Balanza analitica.

INSTALACIONES

 Area de preparaciéon de medios de cultivo, lavado y esterilizacién.

 Area de siembras y transferencias.

« Area de incubacién equipado con sistema de iluminacién y aire
acondicionado para el control de la temperatura.

MATERIALES Y REACTIVOS
» Materiales de vidrio, metal y polipropileno.
» Sales minerales y vitaminas M&S Murashige & Skoog, 1962.
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Cultivo in vitro de pina

4.1 MATERIALVEGETAL

La actividad se inicia con la colecta de brotes axilares de pifa de la variedad MD-2
Golden (imagen 1), de aproximadamente 5 meses de edad, 60 cm de longitud y 18
bracteas; los cuales se extraen de plantas maduras identificadas en parcelas de
agricultores.

Imagen 1: Brotes axilares de pifia.
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4.2 TRATAMIENTO SANITARIO DEL MATERIAL VEGETAL

Los brotes se sumergen en solucién fungicida - insecticida (1g/Lde Benomyl + 1 ml/Lde
alphacypermetrina) por 15 minutos (imagen 2) y se exponen bajo sombra para su
secado por un lapso de 5 dias (imagen 3). Luego de este tratamiento los brotes son
llevados alaboratorio para un posterior tratamiento.

Imagen 2: Tratamiento sanitario. Imagen 3: Secado bajo sombra.
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4.3 PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

Estos brotes son cortados en dos partes
(apical y basal) (imagen 4) a fin de
guedarse con la region intermedia donde
se concentra el cormo con yemas no
diferenciadas. Este material se lava en
constante agitacion con agua y detergente
por un intermedio de 10 minutos.
Enseguida, se trata con 2 ml/L de Kasumin
(kasugamicina) por 20 minutos, se enjuaga
con agua destilada y se retiran las bracteas
para exponer el cormo.

El cormo resultante (imagen 5) es lavado y
nuevamente tratado con 2ml/L de Kasumin
por un intervalo de 10 minutos con menor
frecuencia de agitacién a fin de evitar dafio
fisico en las yemas axilares expuestas.
Luego de este tratamiento el cormo se lava
por dos veces y se lleva a la cdmara de flujo
laminar para su desinfeccion.

Imagen 5: Cormo.
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4.4 PRIMERA DESINFECCION

La desinfeccidn se realiza en dos etapas, la primera consiste en colocar el cormo en una
solucién de 1 % de hipoclorito de sodio por un intervalo de 20 minutos en constante
agitacién y luego se enjuagan tres veces por 1 minuto cada uno, con agua destilada
estéril. Esta actividad se realiza en la cdmara de flujo laminar, como se puede observar
enlaimagen®é.

Imagen 6: Desinfeccion de cormos.
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4.5 EXTRACCION DE YEMAS

Las yemas axilares (y) son extraidas del cormo (C) con una proporcion de tejido basal
(tb) (imagen 7). Las yemas son extraidas haciendo dos cortes longitudinales y 2 cortes
transversales, obteniendo una yema mas un cubo de tejido basal, de aproxima-
damente 7 mm?. Finalmente se eliminan las partes afectadas en el tejido basal de las
yemas (por efecto del desinfectante).

Imagen 7: Extraccidon de yemas axilares.
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4.6 SEGUNDA DESINFECCION EINTRODUCCION IN VITRO

Las yemas axilares son tratadas con 0,5 %
de hipoclorito de sodio por 5 minutos y
posteriormente enjuagados tres veces con
agua destilada estéril y son inoculadas en
un medio de cultivo liquido (imagen 9) en
agitacion (65 rpm) para su diferenciacion.

Imagen 8: Desinfeccion de yemas

Imagen 9: Yema en medio de cultivo.
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4.7 CONDICIONES DE CULTIVOIN VITRO

Para la diferenciaciéon de yemas (imagen
10) y multiplicacién de brotes (imagen 11)
se empleé medios de cultivo liquido
compuesto por sales minerales (Murashige
& Skoog, 1962), a media concentracion
(diferenciacién) y concentracién completa
(multiplicacién) enriquecidos con vitaminas
y reguladores de crecimiento para cada
etapa.

Diferenciacion:

Thiamine-HCl 0,4 mg/L + 4cido nicotinico
0,5 mg/I + 6-bencil amino purina (BAP) 3
mg/L + 10% (v/v) de endospermo liquido
de coco +sacarosa30g/L.

Multiplicacion:

Thiamine-HCI 0,4 mg/L + acido nicotinico
0,5 mg/I + 6-bencil amino purina (BAP) 2
mg/L + acido naftalen acético (ANA)
0,3mg/L + sacarosa 30 g/L. Ambos medios
de cultivo con un pH=5,8.

Imagen 11: Multiplicacion de brotes de piiia.
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4.8 CONDICIONES DE INCUBACIONIN VITRO

Las condiciones de crecimiento en el drea de incubacion del laboratorio (imagen 12),
para las dos etapas (diferenciacidon y multiplicacién) es a una temperatura de 24+2 °C,
fotoperiodo de 16/8 e intensidad luminosa de 800 lux. A diferencia de la etapa de
multiplicacidon, yemas que inician el proceso de diferenciacion son expuestas
inicialmente a condiciones de oscuridad total por 48 horas.

.ﬁ“ g

mmpgmpmum

Imagen 12: Plantulas de pifia en area de incubacion.
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4.9 ESTABLECIMIENTO Y MULTIPLICACION DE PLANTULAS EN SISTEMA

CONVENCIONALINVITRO

La diferenciacion y multiplicacién de yemas
(como se observa en la imagen 13),
(durante cuatro subcultivos por 8 meses)
permite obtener pldntulas y clusters
Optimos (imagen 14) para ser multiplicadas
en un bioreactor de sistema de inmersion
temporal.

Imagen 13: Yema diferenciada en medio de cultivo.

Imagen 14: Multiplicacion de brotes de piiia.
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4.10 MULTIPLICACION EN SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL
UTILIZANDO BITs

Los explantes (plantulas) son acondicio-
nados en contenedores para multipli-
cacion y reciben una programacién de
inmersion de cuatro minutos por
frecuencias repetidas cada cuatro horas.
El sistema estd constituido por dos
recipientes de plastico de 4 litros cada uno
(un contenedor de medio de cultivo y
otro contenedor de plantulas), los dos
recipientes estan conectados por una
manguera de plastico flexible, los cuales
constituyen una unidad experimental. El
flujo de aire es generado por un com-
presor, microfiltrado por filtros de venteo
de 0,2 um y conducido al interior del
contenedor del medio de cultivo que
mediante presién interna (0,2 bar), hace
posible la transferencia del medio de
cultivo hacia el segundo recipiente de
explantes, terminada lainmersion, el flujo
deaire esinvertido y por consiguiente una
transferencia del medio hacia su conte-
nedor original. El tiempo y frecuencia de
inmersion es controlado por un tempo-
rizador digital.
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4.11 PREACLIMATACION DE PLANTULAS

Las plantulas de pifia contenidas en los
biorreactores (imagen 15) se trasladan a
vivero de aclimatacién, en el cual
permanecen por espacio de 3-4 dias,
entre ese tiempo el frasco se abre poco a
poco para que entren en contacto con las
condiciones ambientales naturales
(imagen 16).

' 7

Imagen 15: Plantulas de pifa en biorreactores
de inmersién temporal.

Imagen 16: Preaclimatacidn de plantulas de piiia.



Manual de propagacion in vitro de pifia, var. MD-2 Golden utilizando biorreactores de inmersiéon temporal 21

4.12 ACLIMATACION DE PLANTULAS

Luego de la preaclimatacion de plantulas
de pifia, éstas son retiradas de los frascos
contenedores (imagen 17) y son lavadas
en agua destilada para eliminacién de
restos de medio de cultivo, asi mismo se
individualizan las plantulas de los clusters,
con lafinalidad de homogenizar el tamafo
en las bandejas de aclimatacion. Se realiza
una inmersion en solucién fungicida
benomyl (1g/L), se deja secar por espacio
de 20 minutos, finalmente se coloca 1
plantula en un tubete conteniendo el
sustrato especifico para aclimatacién,
comose apreciaenlaimagen18.

Imagen 18: Plantulas de pifia en tubetes.
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4.13 SUSTRATO

Se recomienda 2 tipos de sustratos
(imagen 19) para la aclimataciéon de
plantulas de pifia: fibra de coco y premix
#3, ambos con buena capacidad de
retencion de humedad y aireacién. Los
sustratos son esterilizados en bolsas de
polipropileno en autoclave a 121 °Cy 15
Ibs de presidon por 30 minutos. Se deja
enfriar por 1 diay se llenan los tubetes de
las bandejas aclimatadoras. Cabe men-
cionar que si la produccién es mayor y no
se cuenta con equipo autoclave existen
otros métodos de esterilizacién que
funcionan exitosamente. Con estos tipos
de sustratos las plantas se presentan mas
vigorosas como observamos en la imagen
20.

Imagen 20: Plantulas de pifia aclimatadas en
sustrato premix #3.
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4.14 RIEGO

Con el tipo de sustrato mencionado, el
riego puede realizarse 3 veces por semana
(imagen 21y 22), considerando un riego
profundo en la cuarta vez para eliminar
restos de sales que se acumulen, prove-
nientes de la fertilizacion.

Imagen 21: Riego por sistema de microaspersion.

Imagen 22: Plantulas de pifia con riego.
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4.15 FERTILIZACION

La fertilizacidon debe ser aplicada en forma
conjunta en el momento del riego, por
medio de soluciones nutritivas NPK +
Microelementos, considerdndose una
conductividad eléctrica (CE) de 1000 pS.
La aplicacidon se realiza 3 veces por
semana en el agua de riego. Es necesario
utilizar equipos de proteccion personal al
momento de preparacion y aplicacion de
fertilizantes, como lo apreciado en las
imagenes 23y 24.

Imagen 24: Aplicaciéon de fertilizantes.
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4.16 CONTROL FITOSANITARIO

Se debe aplicar soluciones fungicidas e insecticidas solo si se tiene riesgo de ataque de
plagas y enfermedades en vivero, para que las plantas estén sanas y vigorosas (imagen
25). Es necesario utilizar equipos de proteccidn personal al momento de preparar y
aplicar pesticidas.

Imagen 25: Plantas sanas de pifia Golden.
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4.17 CONDICIONES AMBIENTALES DE ACLIMATACION

Las plantulas deben estar bajo cobertura
(imagen 26) que no permita la entrada de
lluvia para poder controlar el riego y evitar
pudriciones. Debe estar lo mas iluminado
posible, tener acceso de agua y en todo
caso sistema de riego por microaspersion
(imagen 27).

Imagen 26: Vivero de aclimatacion.

Imagen 27: Sistema de riego por microaspersion.
(m=microaspersores)
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5

Flujogramas de la propagacion
in vitro de pina
5.1 ESTABLECIMIENTO IN VITRO

T e

Colecta de Corte de Primera l
material vegetal material vegetal desinfeccion

l Segunda Cormos ' Extraccion de
desinfeccion bracteas de pina

O m
.

Extraccion de Establecimiento Yema activa
yemas laterales in vitro in vitro
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5.2 MULTIPLICACION CONVENCIONALIN VITRO

Material Diseccion del
vegetal material vegetal

Almacenamiento en
area de incubacion

Siembray l
transferencia

Sellado y '
etiquetado
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5.3 MULTIPLICACION DE PLANTULAS DE PINA EN BITs

Lavado y desinfeccion Lavado y desinfeccion Preparacion de l
de biorreactores de biorreactores medio de cultivo

l Siembra en Diseccion del Material
biorreactores material vegetal vegetal

Or=n

Frascos gemelos Biorreactores en Desarrollo de

establecidos area de incubacion plantulas de piia
en biorreactores
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5.4 ACLIMATACION DE PLANTULAS DE PINA

Preaclimatacion de Preparacion de sustrato Seleccion de l
plantulas (3-4 dias) y llenado de bandejas plantulas por tamaiio

Inmersion en solucion Lavado de
fungicida (Benomyl 1 g/L) plantulas

;or 10 minutos

Siembra en Plantulas aclimatadas
sustrato en vivero
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6

Composicion de las soluciones stock

6.1 COMPOSICION DE SOLUCIONES STOCK

STOCK REACTIVO

CONCENTRACION

STOCK (gl'1)

Stock A NH4N03 82,5
Nitrato de amonio

StockB KN 03 95
Nitrato de potasio

Stock C  CaCl,.2H,0 88
Cloruro de calcio dihidratado

Stock D KH2P04 34
Fosfato de potasio monobasico

StockE Na,Mo0O,.2H,0 0,05
Molibdato de sodio dihidratado
CoCl,.6H,0 0,005
Cloruro de cobalto hexahidratado
Ki 0,166
Cloruro de potasio
H,BO, 1,23
Acido boérico

StockF MnSO,.4H,0 3,38
Sulfato de manganeso tetrahidratado
MgSO,.7H,0 74
Sulfato de magnesio heptahidratado
ZnS0O,.7H,0 1,725
Sulfato de zinc heptahidratado
CuSO,.5H,0 0,005
Sulfato de cobre pentahidratado

Stock G Na,EDTA.2H,0 1,865
Disodium ethylenediaminetetraacetate dihidratado
FeSO,.7H,0 1,39

Sulfato ferroso heptahidratado

Macro y micronutrientes. Formulacién segin Murashige & Skoog (1962), modificado.
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6.2 COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
Observaciones:
* Los medios de cultivo con pH inicial basico son ajustados con acido clorhidrico (HCI).

e Los medios de cultivo con pH inicial dcido son ajustados con hidréxido de potasio
(KOH).

e Los mediosde cultivo se preparan 10 2 dias antes de su uso.

6.2.1 Mediodeinduccion

REACTIVOS \(,10 (I)_(;JoMrE:)1
A B, G 10 mi
C,D,E F 2,5ml
Thiamina (1 000 ppm) 0,4 ml
Acido nicotinico (1 000 ppm) 0,5 ml
Azucar 309
ELC - Endospermo liquido de coco 100 ml
BAP - Bencilamino purine 3 mg
pH 5,7 (KOH - Hidroxido de potasio - 1M)
Esterilizacién de autoclave 15 min.

Murashige & Skoog, (1962) [1/2]
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6.2.2 Medio de multiplicacion in vitro

REACTIVOS \(,10 (I)-(;Jomrﬁlr;l
A B, G 10 mi
C,D,E,F 2,5ml
Thiamina (1 000 ppm) 0,4 ml
Acido nicotinico (1 000 ppm) 0,5 ml
Azucar 309
ELC - Endospermo liquido de coco 100 ml
BAP - Bencilamino purine 2,1 mg
ANA - Acido Naphtalen acético 0,3 mg

pH 5,7 (KOH - Hidroxido de potasio - 1M)
Esterilizacion de autoclave 15 min.

Murashige & Skoog, (1962) [Total]
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7

Glosario

BIORREACTOR
Es un recipiente en el que se lleva a cabo un proceso quimico y bioldgico que
involucra células, tejidos, organismos o sustancias bioquimicamente activas para
hacerlas crecer.

EXPLANTE
Es cualquier parte de un organismo vivo, como las células, los tejidos, o los 6rganos,
gue son transferidos a un medio artificial para cultivo.

IN VITRO
Se refiere a una técnica para realizar un determinado experimento en un tubo de
ensayo uotro frasco, en un ambiente controlado fuera de microorganismos.

PROPAGACION
Es la multiplicacion de plantas por medios vegetativos (asexuales).

PROTOCOLO
Es conocido como un procedimiento estandar de operaciones, una lista de
instrucciones pararealizar un experimento.

SISTEMA DE INMERSION TEMPORAL

Son sistemas semiautomatizados en la propagacién in vitro. Esta basado en el
contacto intermitente del medio de cultivo liquido con los explantes por un corto
periodo de tiempoy la consecuente renovacién de la atmdsfera gaseosa, para evitar
la hiperhidricidad de los tejidos y laacumulacién de gases toéxicos.
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inmersion temporal para la
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Innovacidn Agraria - INIA.
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