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Resumen

La pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) es uno de los principales frutales del mundo, es
cultivada con el fin de satisfacer necesidades alimenticias de la poblacién y constituye
un importante renglén para la produccion de conservas y venta de fruta fresca. La
provincia de Ciego de Avila es lider en la produccion de pifia y mas de la variedad MD-
2. Las vitroplantas de pifias crecidas en condiciones in vitro, en su transito por las
condiciones de aclimatizacion y vivero, han demostrado la capacidad de adaptar su
fenotipo a las condiciones de estas dos fases importantes para la produccién de
plantas. El presente trabajo se enmarcdé en determinar los aspectos morfolégicos y
fisioldgicos en vitroplantas de pifias MD-2 durante las etapas de aclimatizacion, vivero y
campo. El manejo de las mismas en estas condiciones es importante para obtener
plantas de calidad para su posterior siembra en campo. Ademas se valido la
produccion de los frutos en el sector campesino de areas de la provincia. De manera



general los resultados que se presentan estan avalados en cuanto a los aspectos de
originalidad e impacto cientifico por tres publicaciones en revistas de alto impacto a
nivel internacional. Los aspectos sociales y/o econémicos que respaldan la
investigacion se aprecian claramente en la integracion con los campesinos de la region,
la asesoria técnica y la introduccién de las semillas biotecnolégicas para la produccién
de propagulos vegetativos y frutos, asi como la interaccion con instituciones de fuera
de la provincia (AgroFAR) donde se han realizado transferencias de la tecnologia y
actualmente se encuentran en fase de produccion de semillas de pifia por via
biotecnoldgica. Las investigaciones se vincularon de forma efectiva en lograr aportes
socio-economicos relevantes y acorde con los lineamientos del pais (126, 195 y 200),
fundamentalmente en la produccion de semilla de alta calidad genética, sustitucion de
importaciones y produccion de rublos exportables. Todos estos elementos respaldan la
presente propuesta a Premio Nacional de la Academia de Ciencias de Cuba por su
Impacto Cientifico.

Comunicacion Corta

La provincia de Ciego de Avila es lider en la produccién de pifia y mas de la variedad
MD-2. Esta variedad posee caracteristicas de gran importancia econémica, como son
los altos rendimientos y la calidad de la fruta. El cultivo de la pifia se caracteriza por
presentar un incremento en los ultimos 5 afios, reportandose como el pais mas
productos Brasil seguido por Filipina y Costa Rica (FAOStat, 2013). La pifia (Ananas
comosus (L.) Merr.) es uno de los principales frutales del mundo, es cultivada con el fin
de satisfacer necesidades alimenticias de la poblacion y constituye un importante
renglon para la produccion de conservas y venta de fruta fresca. La reproduccion
asexual de la pifia en condiciones convencionales no soporta la demanda exigida para
la produccion y por ello se hace necesaria la introduccion de las técnicas de
Biotecnologia Vegetal. Dentro de las técnicas con mayor auge en los ultimos tiempos
se encuentra el uso de los Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT) con buenos
resultados en lo que respecta a calidad de las plantas obtenidas (Read 2007; Arencibia
et al., 2008; Shu-Han y Der-Ming 2008; Aragon et al., 2012; Watt 2012; Aragon et al.,
2013; Aragon et al., 2014). Es por ello que se tuvo como objetivo lograr una produccion
a ciclo cerrado de las plantas de pifia obtenidas por técnicas biotecnoldgicas hasta
completar la fase de produccion de hijos y frutos en campo. Para lograr estos objetivos
se tuvo en cuenta desarrollar una interaccion efectiva entre varias instituciones del
territorio, empresas y campesinos productores de pifia.

Posterior al cultivo in vitro en los BIT, las plantas de pifia entraron en la fase de
aclimatizacién en dos condiciones ambientales (C3/CAM) para demostrar los cambios
en las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas que les permiten transitar por esta fase
altamente estresante. La aclimatizacién como fase final del protocolo de propagacion y
fase anterior a la salida de las plantas para las condiciones de vivero y posteriormente
campo, requiere de una atencién particular y experimentacion para evitar grandes
pérdidas de plantas y con ello un desbalance negativo en el balance econémico de
todo el proceso. El conjunto de resultados (Figura 1) en esta fase permitié obtener dos
publicaciones seriadas en la revista Plant Cell Reports (31. 757-769, 2012; DOI:
10.1007/s00299-013-1493-3; 2013) y la presentacion en los Congresos Internacionales
Botanikertagun (Alemania, 2011) y BioVeg (Cuba, 2011), lo cual avala la calidad



cientifica de los resultados y el impacto y aporte al conocimiento respaldado por el
criterio de especialistas nacionales e internacionales. Se logro establecer las
condiciones para cambiar el metabolismo C3 a CAM, todo esto relacionado los
balances de la eficiencia del uso del agua en las plantas y de favorecer procesos como
el crecimiento y enraizamiento de las mismas. Para el caso de las vitroplantas de pifia
MD-2 obtenidas por técnicas de cultivo in vitro, las condiciones de cultivo de tipo C3
pueden favorecer el desarrollo vegetativo con la correcta emision de las raices de las
mismas Yy alcanzar su estado adulto de forma temprana y asi lograr obtener los frutos
en un menor periodo de tiempo en comparacion con el cultivo tradicional.

De caracter mas basico se obtuvieron resultados en cuanto a la caracterizacion del
proteoma (Figura 1), donde se observo que bajo similares condiciones de trabajo en el
laboratorio el tratamiento de plantas expuesto a condiciones mas estresantes (CAM)
presentd mayor diversidad y contenido de proteinas. Varias de las proteinas
diferenciales fueron seleccionadas y cortadas del gel para su analisis e identificacion.
Dentro de ellas se identificaron dos correspondientes al fotosistema Il (PSll), la OEE1 y
la OEE2 en diferentes iso-formas. Estas proteinas son las responsables por la
proteccion y disipacion de la energia en el PSII por su capacidad de interactuar con las
diferentes formas que puede presentar el oxigeno y que gran parte de ellas pueden ser
nocivas para las reacciones metabdlicas a nivel de los cloroplastos y en otros
compartimentos celulares (Murakami et al., 2002). Ademéas las variaciones en la
composicion e integridad de la subunidad mayor de la RubisCO es un elemento clave
cuando se quiere estudiar los niveles de estrés a los que puede estar sometido una planta
y las reacciones de fijacion de COz2. Para las plantas de pifia se observé que las plantas en
condiciones CAM presentaron mayor degradacion de esta subunidad con mayor cantidad
de péptidos de diferentes puntos isoeléctricos y pesos moleculares identificados en
reaccion de Western-Blot en geles de dos dimensiones.
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Figura 1. Concentracion de almidén en las hojas de las plantas de pifia crecidas en
dos condiciones de aclimatizaciéon diferentes (C3; CAM) y Proteinas totales de
plantas de pifna en condiciones CAM representadas en geles bidimensionales y
tefiidos con reactivo de plata. Medias con letras diferentes indican significacion (ANOVA,
prueba Tukey, p< 0.05). Cada dato representa la media para n=9.

Toda la identificacion de proteinas y su posterior validacion por los niveles de expresion de
los respectivas genes (RT-gPCR) por técnicas de punta en biologia molecular permitié
establecer un patron molecular del comportamiento para las plantas de pifia que como
especie con metabolismo facultativo C3-CAM puedan ser caracterizadas y enmarcadas en
los respectivos metabolismos, segun las condiciones ambientales anteriormente descritas y
con los elementos fisiolégicos distintivos de cada uno de los metabolismos anteriormente
expuestos.



Los resultados correspondientes a la fase de vivero estuvieron enfocadas a realizar
experimentos que aportaran un adecuado manejo agrotécnico para lograr altas tasas de
supervivencia en esta fase y llevar un material vegetal adecuado a condiciones de campo,
cuando la semilla que se emplea es a partir de técnicas biotecnologicas. Uno de los
elementos abordados fue el manejo de los sustratos, su cantidad y calidad para el correcto
crecimiento de las plantas (Figura 2). Desde el momento inicial de la fase se evaluaron
diferentes variables morfo-fisiolégicas como las caracteristicas morfologicas propias de las
plantas como la masa de la hoja “D” y otras fisioldgicas como la actividad fotosintética. El
porcentaje de supervivencia (%) es reconocido como una de las variables de mayor
importancia cuando se evallua el comportamiento de plantas en las diferentes fases del
proceso, el mismo demuestra el grado de adaptacion de las vitroplantas a los cambios al
gue se exponen durante esta etapa. Al parecer el incremento de sustrato no incide
positivamente en aumentar la altura de las plantas, la emision de un nuevo y autotrofico
follaje y la longitud de la hoja "D", al menos durante los 45 dias en que se evaluaron las
plantas. Estos resultados estan estrechamente relacionados con los valores de clorofilas,
transpiracion y fotosintesis alcanzados en esta etapa.

El constante aumento del crecimiento de plantas de pifia durante la etapa de viveros
garantiza el éxito de la técnica de micropropagacion, ya que se reconoce que es
imprescindible asegurar una mejor calidad del material vegetal que se utilizara como
semilla en las plantaciones pifieras. Elementos como la mejor actividad fotosintética, mejor
transpiracion y a los mayores valores alcanzados en las variables morfolégicas evaluadas
en el experimento respaldan estos resultados. El volumen de sustrato de 356.26 cmz difirid
significativamente de forma positiva en comparacion con el volumen de 222.59 cms en
varias de las variables morfolégicas evaluadas. [Publicado en revista Internacional de
Alto Impacto Ciencia e Agrotecnologia 36: 624-630 (2012) y presentado en los
congresos Internacionales XIV Congreso Brasileiro de Fisiologia Vegetal (Brasil,
2013) y el Congreso de Biotecnologia Vegetal del IBP (Cuba, 2014)].

Una vez entregadas a los productores las plantas de pifia procedentes de la fase de vivero,
se procedio a la experimentacién en condiciones de campo bajo el régimen de cultivo de
campesinos asiduos al trabajo con plantas de pifia y procedentes de la formacién
universitaria en Ingenieros Agrénomos de la Universidad de Ciego de Avila.

La planta de pifia MD-2 es de rapido crecimiento que resulta de un ciclo de produccién més
corto; ademas los rendimientos de produccion y de tamafio de la fruta son mayores y es
una fruta muy dulce y jugosa, aunque se reconoce que es mas susceptible de dafio
mecanico y a la Phytohpthora que la Champaka (Bartholomew, 2009; Loelliet et al., 2011).
En la evaluacion de la mortalidad realizada a los 30 dias posteriores a la fecha de la
siembra se habian cuantificado apenas 242 plantas muertas (4,85%) por diversas causas
(Phytophthora, suelo en el corazon de la planta y por dafios en el momento de la siembra)
lo que permite conjeturar que los tratamiento de proteccion fitosanitarias empleados en
estos primeros momentos fueron eficientes demostrado por el 95,15 % de supervivencia
alcanzado por las plantas en esos estresantes momentos. Cuando se evaluo esta variable
a los 60 y 90 dias de permanecer las plantas en condiciones de produccién y ambiente
natural, se pudo apreciar que los porcentajes e supervivencia ain se mantenian elevados
(93,23 y 90,19 % respectivamente). Estos resultados indican la rapida y favorable
adaptacion que tienen las plantas de pifia cuando son sometidas a nuevas y estresantes
condiciones ambientales (Figura 2).

Desde el momento en que expusieron las plantas a las drasticas condiciones de ambiente
natural (mayor intensidad de luz y temperatura) presentaron apariencia blanquecina



semejante a las quemaduras tipicas de esta especie, aunque en este caso no provocaron
la muerte. También se observé amarillez en las hojas de las plantas propia de la
desnaturalizacion de las clorofilas, sintomas del proceso de fotoinhibiciobn. Se pudo
observar una pronta recuperacion de estos sintomas ya en las evaluaciones realizadas
posteriormente, lo que indica la pronta adaptacion y rapida recuperacion a los cambios
ambientales caracteristicos en las plantas CAM. En la evaluacion que se realizo a los 90
dias de permanecer las plantas en condiciones de campo, no se observaron diferencias
significativas estadisticas en la mayoria de las variables con respecto a los 60 dias, solo en
el numero de raices se cuantificaron incrementos que marcan diferencias estadisticas. Es
de destacar como ya a partir de la evaluacion realizada a los 120 dias se observa un
incremento constante y significativa de la masa fresca luego que las plantas logran
adaptarse a las nuevas condiciones ambientales, para ellos todas las variables
relacionadas con la longitud (raices, hoja "D" y de la planta) aportaron significativamente al
incremento de esta variable (Figura 2). Los resultados muestran como las plantas de pifia
se recuperaron rapidamente del estrés que le impone el cambio de ambiente y de
condiciones edafo-climaticas al ser trasplantadas a campo. Por lo que es preciso enfocar la
atencion en atenuar los efectos negativos de las condiciones estresantes en areas a campo
abierto para que las plantas mantengan un constante crecimiento y esto se logra con un
adecuado manejo agrotécnico del cultivo. [Publicado en revista Internacional de
Pineapple News 19: 24-35 (2012) y expuesto de forma oral en el FORUM Provincial
(2012) y en el Evento Internacional BioVeg (Cuba, 2013)].

Figura 2. Volimenes de sustrato y vitroplantas de pifia MD-2 luego de 45 dias de
plantadas en condiciones de campo.

Ademas de los mencionados aportes al conocimiento y el impacto cientifico, las
investigaciones se vincularon de forma efectiva en lograr aportes socio-econdmicos
relevantes y acorde con los lineamientos del pais (126, 195 y 200), fundamentalmente en la
produccion de semilla de alta calidad genética, sustitucién de importaciones y produccion
de rublos exportables.

Los resultados de este trabajo han permitido elevar los niveles de conocimiento no solo en
los campesinos y su familia, sino también que ha colaborado grandemente en la formacion
de capital humano con mayor calificacion académica de instituciones en la provincia y fuera
de la misma dentro de las que se encuentran la Empresa Agropecuaria de la FAR
(AGROFAR) en la Biofébrica de Santo Domingo en Villa Clara. Los que se recogen en
cinco tesis de maestria y una de doctorado. Estos resultados forman parte del Proyecto de
Desarrollo endégeno auspiciado por la Republica Bolivariana de Venezuela y Cuba en el
marco de la Cooperacion del ALBA.
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