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RESUMEN

En la agricultura moderna se requiere de producciones intensivas y limpias.
Para ello es determinante garantizar semillas de alta calidad en cantidades
masivas que solo el cultivo in vitro logra en poco tiempo. En la transicion in
vitro-ex vitro y su posterior permanencia en condiciones de aclimatizacion se
producen notables pérdidas. El empleo de productos como el acido giberélico y
el Pectimorf® para inducir respuestas favorables en las plantas como aumentar
su desarrollo foliar y radical respectivamente, que permite superar la calidad y
utilizar alternativas que no afecten el medio ambiente. Estos atributos permiten
que la investigacion se desarrolle con el objetivo de determinar los efectos
morfologicos y fisiologicos de estos reguladores de crecimiento vegetal en
vitroplantas de pifia «MD-2» en condiciones de aclimatizacion. Se determinaron

los efectos de acido giberélico (100 mg. L) y el Pectimorf® (3 mg. L?) y sus
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combinaciones sobre los dos grupos de indicadores en la fase final de
aclimatizacion. El acido giberélico (100 mg.L™) favorecié el area foliar relativa y
la masa fresca de las mismas. Mientras que se combinacion con Pectimorf® 3
mg.L? favorecié el desarrollo foliar y radical y al mejorar la calidad de las
plantas permiten adelantar la salida a campo.

Palabras clave: Aclimatizacion, Fotosintesis, Hormonas, Vitroplantas.

ABSTRACT

In modern agriculture intensive and clean production is required. For this it is
crucial to guarantee high quality seeds in massive quantities that only the in
vitro culture achieves in a short time. However, in the in vitro-ex vitro transition
and its subsequent permanence under acclimatization conditions, remarkable
losses occur. The use of products such as gibberellic acid and Pectimorf® to
induce favorable responses in plants such as increasing their leaf and root
development, respectively, which allows to overcome the quality and to use
alternatives that do not affect the environment. These attributes allow the
research to be developed with the objective of determining the morphological
and physiological effects of these plant growth regulators in pineapple plants
“MD-2’ ' under acclimatization conditions. The effects of gibberellic acid (100
mg L) and Pectimorf® (3 mg L) and their combinations the two groups of
indicators in the final phase of acclimatization were determined. The gibberellic
acid (100 mg.L1) favored the relative leaf area and the fresh mass of the same.
While it was combined with Pectimorf® 3 mg.L* it favored the foliar and radical
development and when improving the quality of the plants they allow to advance
the exit to the field.

Keywords: Acclimatization, Photosynthesis, Hormones, Vitroplants.

INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus var. comosus), es uno de los principales frutales
tropicales del mundo. Dentro de la familia de la Bromeliaceae es la especie mas
importante economicamente. Se considera la tercera fruta de mayor produccion

en el mundo después del banano y el mango por su agradable sabor y aroma,
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asi como por su contenido en vitaminas C, B1, B6, acido folico y minerales
como el K* (Bartholomew, 2009). Su produccion mundial en el afio 2016 fue de
25809 038ty en Cuba de 84 501 t (FAOSTAT, 2017).

El hibrido MD-2, desarrollado por la corporacion Del Monte Fresh Produce
International Inc., ha ganado mercado mundial en los afios recientes por
transformar el mercado de fruta fresca y la produccién industrial de la pifia
(Bartholomew, 2009). Este hibrido posee caracteres de elevada importancia
agronomica como son los altos rendimientos y calidad de la fruta comparada
con el cultivar Cayena Lisa (Firoozabady et al., 2006). La necesidad de
introducirlo en plantaciones cubanas requiere altas producciones de semillas
(material de propagacion). La micropropagacion es una herramienta eficaz, con
muchas ventajas sobre la técnica tradicional de propagacién vegetativa,
permite obtener gran nimero de plantas en corto tiempo y reducido espacio
con la calidad requerida (Kozai et al., 2000; Gonzalez-Olmedo et al., 2005),
pudiendo alcanzar el volumen de un millén de plantulas al afio por medio de
una yema axilar (Pannetier y Lanaud, 1976).

Los laboratorios de micropropagacion se enfrentan todavia a varias limitaciones
dentro de las cuales se destacan las condiciones del estrés abibtico, generadas
en la aclimatizacion, con la consecuente baja supervivencia y pobre desarrollo
de las plantulas durante las primeras semanas en condiciones ex vitro (Preece
y Sutter 1990; Aragon et al., 2005, Rodriguez et al., 2005, Villalobos et al.,
2012).

Varias investigaciones encaminadas a determinar el mejor medio quimico o
fisico de cultivo in vitro (Le et al., 2001; Hamad y Rosna, 2008) pretendieron
lograr plantulas vigorosas, fisiolégicamente capaces de adaptarse en
condiciones ex vitro o definir el mejor sustrato para el establecimiento ex vitro
(Yanes et al., 2000). Los protocolos actualmente aplicados en aclimatizacion
presentan todavia oportunidades para elevar el grado de supervivencia y el
desarrollo de las vitroplantas en la aclimatizacion para incrementar la calidad
morfo-fisiol6gicas de las plantas y poder asi reducir el tiempo en esta fase.
Estos aspectos podrian mejorarse mediante el uso de los reguladores del

crecimiento vegetal como son las giberelinas y los oligosacaridos. Las
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giberelinas, entre ellas el acido giberélico (GAs) son fitohormonas que juegan
un papel importante en el desarrollo vegetal porque estimula entre otros
procesos, el desarrollo foliar (Yanes el al., 2001, Naghashzadeh et al., 2009, EI-
Abagy et al., 2010).

Los oligosacaridos pécticos forman una parte de pared celular y un grupo de
moléculas sefializadores conocidos como oligasacarinas. Los
oligogalacturénidos (por ejemplo el Pectimorf®) son reguladores de crecimiento
que pueden participar en los procesos relacionados con el crecimiento,
desarrollo y organogénesis (Ramirez et al., 2003).

Al considerar lo antes expuesto se percibe que es posible mejorar la calidad de
vitroplantas de pifia en el protocolo de aclimatizacion con la aplicacion de los
reguladores de crecimiento (acido jasmonico, acido giberélico y Pectimorf®) y
para ellos se deben determinar los aspectos morfologicos, fisioldgicos y
bioguimicos del acido giberélico y Pectimorf® que mejoran la calidad de las
plantas de pifia (Ananas comosus var. comosus) ‘MD-2’ micropropagadas

durante la aclimatizacion.

MATERIALES Y METODOS

Las plantas de pifia MD-2 provenientes de la ultima fase in vitro (enraizamiento)
fueron aclimatizadas bajo las condiciones establecidas en el Instructivo Técnico
que esta establecido para este cultivo en el Centro de Bioplantas que se
describen a continuacion. En el momento de la salida de las magentas todas
las vitroplantas se consideraron competentes para la aclimatizacion al tener la
altura de =24 cm (Pino et al., 2014).

Las vitroplantas fueron plantadas en recipientes de vasos plasticos con un
volumen de sustrato de 190 cm?® compuesto por una mezcla de zeolita+cachaza
1:1 (v:v). Las condiciones de aclimatizacion se promediaron segun mediciones
realizadas durante 42 dias de temperatura de 25+2 °C, humedad relativa de
70-80% vy condiciones atmosféricas de concentracibn de CO:2 (375-400
pumol.mol?) e intensidad de luz de 450 pmol.m=2.s! y régimen de foto periodo
luz/oscuridad correspondientes a los ciclos naturales. Todas las mediciones

ambientales se realizaron con un equipo CIRAS-2 (Sistema Portatil de
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Fotosintesis, Europa, PP Systems, UK) acoplado a una cubeta universal
(PLC6). Durante la primera semana se aplicd el riego automatizado (micro
aspersion) por 15 segundos por cada 45 minutos a las 9.00 am diario. A las
plantas en estas condiciones se les aplicaron un fertilizante foliar (Urea 52 g en
16 L de agua) cada diez dias a partir de los 15 dias de sembradas. La primera
fase de aclimatizacién de las vitroplantas de pifia se desarroll6 durante 42 dias
en casas de cultivo.

Las condiciones de la fase final de aclimatizacion se realizé en la Estacion
Experimental Juan Toméas Roig del Centro de Bioplantas y promediaron
temperatura de 27+2°C, con una humedad relativa de 70% y condiciones
atmosféricas de concentracion de CO2 (375-400 ymol.mol?) e intensidad de luz
920 umol.m2.s* FFF y régimen de fotoperiodo luz/oscuridad correspondientes
a los ciclos naturales. El riego en la segunda fase de aclimatizacién fue
automatizado (micro aspersion) y se realizd durante de diez minutos diario. El
mismo sustrato del primer experimento fue utilizado y a las plantas se les
aplicaron fertilizante foliar (Urea 77 g en 16 L) por cada 15 dias.

El experimento se realizé en la segunda fase de la aclimatizacién, se utilizaron
las vitroplantas de pifia (Ananas comosus var. comosus) MD-2 con 45 dias
provenientes de la primera fase de aclimatizacion. Al inicio de esta fase, a las
mismas se aplicaron foliarmente los reguladores del crecimiento acido
giberélico (GAs) y Pectimorf® (PM).

Los tratamientos quedaron conformado de la siguiente forma:

Control (agua destilada)

GA3 (100 mg.L1)

PM (3 mg.L?)

GA3 (100 mg.L'Y) + PM (3 mg.LY)

GAz (50 mg.LY) + PM (1.5 mg.L?)

Las dosis empleadas fueron seleccionadas de trabajos previos realizados en

o bk 0N e

otros cultivos. Se aplicaron 5 mL de la solucion final (o de agua destilada al
control) a cada planta por aspersion foliar. Se emplearon 50 plantas por
tratamiento con tres repeticiones en un disefio de blogque completamente

aleatorizado.
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Determinacion de los indicadores morfoldgicos de calidad de las plantas.

En el inicio de la segunda fase de aclimatizacion, las vitroplantas provenientes
de la primera fase de esta etapa sin ninguna aplicacion de hormonas (control
similares al de primer experimento) se evaluaron segun las siguientes variables
morfolégicas de calidad de las mismas: la altura de la planta (cm) -H, nUmero
de hojas -NH, longitud de la hoja D (cm) -L, ancho de la hoja D (cm) -A, area
foliar relativa —Afr [3.14x(Hxb)/4], donde b es el ancho del area foliar
(Nakamura et al., 2005), numero de raices -NR, didmetro de la base (cm) -DB y
masa fresca (g) -MF. Los indicadores fueron evaluados a los 90 dias después
de la aplicacion de las hormonas (GAsz y PM) para determinar sus efectos. Para
la evaluacion de variables morfolégicas se tomaron diez plantas por

tratamiento.

Determinacion de los aspectos fisioldgicos.

Las evaluaciones fisioldgicas se realizaron al final de la segunda fase de
aclimatizaciéon (90 dias). Como variables fisiologicas se cuantificaron la
fotosintesis neta (umol CO2 m2.s1) y la transpiracién total (mmol H20 m2.s1).
Las mediciones de estas variables se realizaron con el equipo CIRAS-2
(Sistema Portétil de Fotosintesis, Europa, PP Systems, UK) acoplado a una
cubeta universal (PLC6 de 2.5 cm?). El area de la cubeta se cubrié con dos
hojas como minimo (2.5 cm?) y estas fueron evaluadas a la luz 6ptima donde la
fotosintesis fuera maxima y estable (FFF de 600 umol m2s?). La concentracion
de diéxido de carbono y la humedad relativa fueron valores ambientales 375-
400 pmol.mol* y 70-80% respectivamente. Las mediciones de estas variables
se realizaron siempre en el horario de 9-10 am. Se consideraron cuatro plantas
por tratamiento con 10 repeticiones cada una para un total de 40 valores.

Todas las evaluaciones fisiologicas se hicieron a la hoja D (la hoja mas joven y
plenamente desarrollada) tomada de cinco plantas por tratamiento con 10
repeticiones para un total de 50 valores. Las evaluaciones se realizaron a los
30, 90 y 360 dias.
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Procedimiento estadistico.

El procesamiento estadistico de los resultados se realizé con el
utilitario Statistical Package for Social Sciences (SPSS) (version 17.0 para
Windows, SPSS Inc.). Se realizaron pruebas paramétricas (ANOVA y Tukey)

para una significacion del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de los indicadores morfologicos

DB
Tratamiento H(cm) NH L (cm) A (cm) Afr(cm?) NR (cm) MF (9)
Control 11.55e 11.30c 11.64d 2.18d 173.95¢c 8.00d 1.19c 12.50e
Control 13.03de 12.40bc 13.07cd 2.29c 174.26c 12.90c 1.54ab 18.90d
100 mg.L?
GAs3 18.17a 14.70a 17.29a 2.63a 289.05a 15.30b 1.66a 28.80a
3 mg.L?
PM 14.12cd 13.00b 13.19bcd 2.41bc 224.21bc 17.20a 1.58ab 24.20c
100 mg.L?
GAs + 3
mg.Lt PM  14.86bc 13.10ab 13.79bc 2.41bc 235.86ab 14.00bc 1.45b 24.00c
50 mg.L?
GAs + 1.5

mg.Lt PM  16.25b 13.30ab 15.02b 2.56ab 248.32ab 15.10b 1.46b 26.20b

ES+ 0.32 0.20 0.29 0.02 7.62 0.40 0.02 0.72

Slg * * * * * * * *

Tabla 1: Las variables morfolégicas de vitroplantas de pifia ‘MD-2’ asperjadas con

diferentes hormonas en en la etapa final de aclimatizacion (90 dias).
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Los resultados de las aplicaciones de GAs y PM sobre las variables
morfolégicas de las plantas de pifia cultivadas bajo las nuevas condiciones de
aclimatizacion se muestran en la tabla 1.

Letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0.05). Cada
dato representa la media para n=10. Leyenda: Altura de la planta (H). NUmero
de hojas (NH). Largo de la hoja D (L). Ancho de la hoja D (A). Area foliar
relativa (Afr). Numero de raices (NR). Diametro de la base (DB) y Masa fresca
(MF).

El tratamiento con GAs (100 mg.L!) registr6 mayores valores en todas las
variables morfologicas evaluadas menos en el nUmero de raices. La aspersion
con PM (3 mg.L?) aument6 el nimero de raices con diferencia significativa con
los demas tratamientos.

Las plantas con GAs registraron mayor area foliar relativa debido a que esta
hormona favorecié el desarrollo foliar de las mismas. Los efectos del GAs sobre
el crecimiento favorable de variables relacionadas con las hojas y plantas en
general de varias especies son bien conocidos porque fueron demostrados en
previas investigaciones (Leite et al., 2003; Naghashzadeh et al., 2009, El-
Abagy et al., 2010). El mayor area foliar relativa de estas plantas puede resultar
en la mayor actividad fotosintética neta de ellas y aumentaria la produccion de
biomasa. Incrementar el crecimiento y desarrollo de plantas de pifia durante
esta etapa garantiza el éxito de la micropropagacion, porque es imprescindible
porque asegurar la mejor calidad de material que se utilizara como semilla en
las plantaciones pifieras.

Un buen desarrollo radical (alcanzado por PM a 3 mg.L!) es esencial para los
cultivos especialmente durante la aclimatizacion porque asegura mayor
porcentaje de la absorcion de nutrientes asimilables por la planta presentes en
el sustrato empleado. Estos manejos repercuten en la dinamica del crecimiento
y desarrollo de las vitroplantas por eso ambos reguladores por separado
superan la masa fresca registrada en el control. Cuando el Pectimorf® se
combin6é con &cido giberélico que estimula el desarrollo foliar, los mejores
resultados correspondieron a la combinaciéon GAsz (50 mg.Lt) + PM (1,5 mg.L™?)
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en este experimento. Ninguna de las combinaciones demostré efectos
potenciadores ni sustitutivos de los productos que las integran.

La aplicacion de GAs (100 mg.L™?) logrd el propésito de acelerar las tasas de
crecimiento de las plantas de pifia micropropagadas, a los 90 dias en la fase de
viveros, los incrementos en las variables morfolégicas estudiadas fueron de 5
cm en altura, 2 en el numero de hojas, 4 cm en el largo de la hoja D, 0.32 cm
en el ancho de esta hoja, 114 cm? en el area foliar relativa, 2 en el nimero de
raices , 0.12 cm en el diametro de la base y 10 g en la masa fresca. Estos
indicadores deben garantizar el éxito del trasplante a campo si ademas la

actividad fotosintética fuera favorable.

Determinacion de los aspectos fisioldégicos

La fotosintesis y la transpiracion son dos importantes procesos fisiolégicos muy
relacionados con la calidad de las plantas y especialmente relacionados con los
resultados morfoldgicos antes analizados. ElI comportamiento dinamico de
estas variables en esta segunda etapa de aclimatizacion se muestra en la

figura 1.
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Figura 1 (A y B). Comportamiento de la transpiracion total (A) (ES=+0.01 mmol H,O m
251 y la fotosintesis neta (B) (ES=+0.15 umol CO, m?2.s™?) en vitroplantas de pifia

‘MD-2’ asperjadas con diferentes hormonas en la etapa finald e aclimatizacion (90
dias). Letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0.05).

Cada dato representa la media para n=50.

En la figura se aprecia (figura 1A) que en la transpiracion a excepcion de GAs
(100 mg.L) todos los tratamientos mostraron tendencias al incremento
permanente y todos finalmente lograron valores superiores de transpiracion con
respecto al inicio. No fueron registros altos indicativos de la atenuacion de los
factores estresantes. Solo el GAz (100 mg.L?) disminuy6 esta variable con
relacion a las mediciones intermedias de los 30 y 60 dias.

La combinacion GAs (50 mg.Lt) + PM (1,5 mg.L!) registr6 mayores valores de
transpiracion total con diferencias significativas respecto a los demas
tratamientos (figura 1A). Las vitroplantas de pifia con GAs (100 mg.L™!) tuvieron
menores valores de transpiracion a los 90 dias que el PM (3 mg.L?). Este
efecto de GAs se puede atribuir a su efecto sobre los estomas de la planta o0 a
través de movimiento del potasio. Los mecanismos de control que ejerce este
regulador de crecimiento sobre las plantas merecen mas estudios.

La actividad fotosintética de vitroplantas no muestra diferencia significativa
entre los tratamientos en cada caso de los momentos evaluados (figura 1B). El

tratamiento GAs (100 mg.L') siempre tuvo altos valores de actividad
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fotosintética. Las vitroplantas tratadas con la giberelina al tener mayor area

foliar, podrian realizar mayor fotosintesis neta por planta.

CONCLUSIONES

El acido giberélico (100 mg.L?) favorecié el desarrollo foliar de las plantas de
pifia durante la fase final de aclimatizacion al aumentar el area foliar relativa y
la masa fresca de las mismas. Mientras que el Pectimorf® (3 mg.L?) y el acido
giberélico (100 mg.Lt) favorecieron el desarrollo radical de las plantas de pifia
al incrementar el niumero de raices de las mismas durante la fase final de

aclimatizacion.
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