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Resumen:

Con el objetivo de determinar la estimulacion del crecimiento de plantas de pifia (Ananas comosus
L. Merr) en fase de aclimatizacion inoculadas con Azotobacter chroococcum, se desarrollaron un
conjunto de experimentos en el Centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila. Se
utilizaron en todos los casos plantas de pifia cv. Cayena lisa, inoculadas con la bacteria y un control
sin inocular. Del analisis de efectividad de diferentes cepas de A. chroococcum, el mejor
comportamiento correspondié a la cepa INIFAT 5 (I-5). La frecuencia de aplicacion cada cuatro
semanas con esta cepa, propicid la mayor estimulacion en el crecimiento de las plantas. Las
poblaciones de la bacteria en el sustrato disminuyeron significativamente a los 28 dias después de
la inoculacion. Se pudo comprobar que A. chroococcum ejercié una accién estimuladora sobre 34
de los 38 indicadores bioquimicos, fisioldgicos y morfologicos analizados. Esto permite explicar los
efectos que a nivel agrobioldgico provoca en el crecimiento de las plantas de pifia. La aplicacion de
la cepa INIFAT 5 incrementé la calidad de las plantas obtenidas y permitié acortar a cuatro meses
el periodo de aclimatizacion y reducir el costo de produccion en 6009,07 CUP en cada lote de

plantas que se produce. Los resultados obtenidos constituyen los primeros reportes de
caracterizacion de estos indicadores en plantas de pifia inoculadas con bacterias estimuladoras del

crecimiento vegetal.

Los resultados se han divulgados en 3 publicaciones del SCI, 2 en revistas referenciadas; y en
17 eventos cientificos. Son el nicleo de una tesis de diploma, una tesis de maestria y una
tesis doctoral defendidas exitosamente. Ademas, vitroplantas inoculadas con Azotobacter
chroococcum se encuentran introducidas en el Area de aclimatizacion del Centro de Bioplantas y

en la cooperativa "La estrella” y C.C.S.F "José Marti", Ceballos, Ciego de Avila.



Comunicacion corta que describe el resultado.

A nivel mundial, la pifa (Ananascomosus (L.) Merril) es la especie econémica mas
importante de la familia Bromeliaceae. Su producciéon anual en el 2011 alcanz6 21,58
millones de toneladas (FAOSTAT, 2013). Ocupa el sexto lugar entre los frutales que se
cultivan con fines comerciales y el area cultivable continia en aumento en el mundo
(Bartholomew, 2009). Cayena lisa es uno de los cultivares que posee caracteres de
elevada importancia agrondmica como son los altos rendimientos y calidad de la fruta
(Firoozabadyet al., 2006). Sin embargo, en las ultimas décadas el mercado de fruta fresca
y la produccion industrial con esta variedad cambidé después que la corporacion Delmonte
introdujo la variedad MD-2 oficialmente en 1996 (Bartholomew, 2009).En Cuba, aunque su
produccion se incrementoé en los ultimos afios, aun no se logra satisfacer la demanda de la
fruta en el mercado. Entre las causas que inciden en la baja produccion se encuentran la
carencia de material vegetal de plantacion a través de los métodos convencionales de
propagacion y las afectaciones fitosanitarias en las areas de produccion de semilla
(Hernandez et al., 2010). Por ello, es necesario buscar alternativas con el fin de darle
solucion a la problematica existente. La multiplicacion de las plantas a través del cultivo de
tejidos constituye una de las mayores aplicaciones comerciales de la Biotecnologia vegetal
(Read, 2007). Los métodos de micropropagacion constituyen una eficiente alternativa para
satisfacer la demanda de plantacién de diferentes especies vegetales (George, 2008; Akin-
Idowuet al., 2009; Hussainet al., 2012). En el caso de la pifia, aunque se ha elevado la
disponibilidad de material vegetal con beneficios sobre la maduracién uniforme de los
frutos (Mhatre, 2007), los protocolos desarrollados no estan exentos de problemas técnicos
que aun limitan su eficiencia. A pesar de esto, la fase de aclimatizacién se extiende por
periodos prolongados de tiempo debido a la lentitud del crecimiento de las plantas y a que
los porcentajes de supervivencia no son elevados. En este sentido, la implantacion de
medidas que aceleren el crecimiento de las plantas pueden disminuir el tiempo de
aclimatizaciéon(Van Huylenbroecket al., 2000; Yanes et al., 2001) y constituyen una via
impostergable de estudio e introduccidén en la estrategia de produccion de pifa. Desde
hace algunos anos se ha introducido en Cuba la aplicacion de los biofertilizantes en la
agricultura (Dibutet al., 2009), especial énfasis ha cobrado la utilizacién de bacterias
rizosféricas de los géneros Azotobacter y Azospirillum, debido fundamentalmente al papel
que éstas cumplen en la nutricién vegetal y su influencia en la actividad fisiolégica de las
plantas (Ahmad et al., 2005; Adesemoye y Kloepper, 2009). El uso de microorganismos
promotores del crecimiento vegetal podria contribuir a mejorar la calidad de las plantas de
pifia, influir en su crecimiento y por ende disminuir el tiempo requerido para su trasplante a
campo

Gonzalez et al. (1997), demostraron que la aplicacion de A. chroococcum en el cultivo de
pifia cv. Cayena lisa en fase de aclimatizacion mejora el crecimiento de las plantas (Acta
Horticulturae # 425. 1997). Sin embargo, los estudios fueron muy incipientes y no se di6
continuidad a los resultados obtenidos para establecer un esquema de aplicacion del
biofertilizante en las plantas de pifia. Por otra parte se requerian estudios donde se
incorporaran cepas empleadas para la produccion de biofertilizantes en el pais, de las
cuales se tienen establecidos los protocolos para su produccién.Teniendo en cuenta estos
precedentes y la necesidad de incrementar la eficiencia del proceso de produccion de pifa
por métodos biotecnolégicos donde se evaluaran biofertilizantes nacionales compatibles
con el ambiente, se desarrollo la presente investigacion con el objetivo de determinar la
efectividad de Azotobacterchroococcum sobre el crecimiento de plantas de pifa cv.



Cayena lisa en fase de aclimatizacion, determinar los cambios morfologicos, bioquimicos y
fisiolégicos que se producen con la aplicacion de la bacteria en las plantas de pifia
yrealizar un analisis de factibilidad econdmica del efecto de la aplicacion de A.
chroococcum en la fase de aclimatizacion de este cultivo.Para cada experimento se
utilizaron plantas de pifa cv. Cayena lisa provenientes de la micropropagacion (Daquinta y
Benega,1997).Estas se plantaron en frascos plasticos que contenian como sustrato una
mezcla de Cachaza:Suelo Ferralitico Rojo tipico (SFR), en la proporcion 1:1 (viv). Se
utilizaron seis cepas de la bacteriaprovenientes de la Coleccion Nacional ubicada en el
Instituto Nacional de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical (INIFAT),
cultivadas en medio Dimargon (Patente 22178) segun Dibut (2000).Las plantas fueron
inoculadas por aspersion de forma homogénea al sistema foliar y al sustrato. Se evaluaron
con la mejor cepa seleccionada, cinco frecuencias de aplicacion del
biofertilizante(Biotecnologia Vegetal 12(3): 157-164. 2012).Se determind que la cepa
INIFAT 5, con una frecuencia de aplicacion cada cuatro semanas, resultdé ser la mas
efectiva para la estimulacién del crecimiento y calidad de las plantas de pifia en fase de
aclimatizaciéon.Se determinaron ademas los cambios morfolégicos, bioquimicos, Yy
fisiolégicosque la inoculacion de esta bacteria pudiera originar en las plantas de
pifia(tabla1). En el analisis histologico se pudo apreciar un incremento significativo en
todos indicadores anatémicos en hojas y raiz evaluados en las plantas inoculadas con el
biofertilizante con respecto al testigo.Estos resultados presuponen que estas bacterias
rizosféricas ejercen una accion estimuladora en el desarrollo de las raices y en su
funcionabilidad teniendo en cuenta que las mismas producen hormonas del crecimiento
vegetal, como auxinas que juegan un papel esencial en el desarrollo de las raices (In Vitro
Cell.Dev.Biol.-Plant: 1-4. 2010).Las plantas inoculadas incrementaron el contenido de los
minerales N, P, K; Mg, Cu y Zn con diferencias significativas con el testigo.Los minerales
Ca, Fe y Mn no mostraron diferencias significativas entre ambos tratamientos.El contenido
de Zn mostro un incremento significativo por encima del tratamiento sin inocular donde solo
fueron detectadas trazas del mineral.La determinacion de aminoacidos en los tratamientos
evaluados mostro la deteccion de ocho aminoacidos Valina (V), Isoleucina (I), Prolina (P),
Serina (S), Acido aspartico (D), Glicina (G), Treonina (T) y Fenilananina (F), mientras que
en el tratamiento testigo solo se detectaron dos (Valina y Serina).Estos resultados inducen
a pensar que la excrecion de estos aminoacidos durante el metabolismo microbiano podria
ser una fuente adicional para las plantas mediante la relacion que se establece entre ellas
y el microorganismo.La concentracion de proteinas totales mostré los mejores resultados
en las plantas inoculadas siendo seis veces mayor los valores obtenidos con diferencias
significativas con respecto al testigo.Esto puede estar relacionado con la disponibilidad de
aminoacidos en las plantas inoculadas, que favorecen el incremento de la formacion de
diversas proteinas relacionadas con procesos de crecimiento, cuestiones que se
demuestran con el incremento en masa seca de las plantas inoculadas con una frecuencia
cada cuatro semanas.No existen referencias hasta donde se tiene conocimiento, que
expliquen los efectos a nivel de sintesis de aminoacidos y proteinas de la inoculacién con
rizobacterias estimuladoras del crecimiento en plantas de pifia en fase de aclimatizacién;
por lo que estos resultados pueden constituir las primeras valoraciones sobre el efecto de
A. chroococcum en este sentido. En la determinacion de carbohidratos totales se
obtuvieron incrementos significativos en el contenido de glucosa, fructosa y sacarosa en
las plantas inoculadas con respecto al tratamiento testigo. Los contenidos de glucosa y
fructosa se incrementaron 2,23 y 4,65 veces mientras que en el caso de la sacarosa el
incremento fue altamente significativo, con incrementos 6,7 veces mayor que el testigo. El



contenido de clorofilas a, b y totales fue significativamente superior en las plantas
inoculadas con A. chrooccoccum con respecto al testigo. El contenido de clorofilas b fue
superior al contenido de clorofilas a en las plantas inoculadas, mientras que en el testigo
esta relacion fue inversa, o sea, el contenido de clorofilas a fue mayor que el de clorofila b.
El aumento de los pigmentos clorofilicos para las plantas inoculadas pudiera estar
relacionado con una mejor nutricion favorecida en estas plantas, donde el crecimiento y
desarrollo de las estructuras fotosintéticas de las hojas se ven incrementadas y con ello la
sintesis de los pigmentos clorofilas a, b y totales.Las plantas inoculadas mostraron un
mejor funcionamiento del fotosistema Il, 1,2 veces superior al tratamiento no inoculado con
A. chroococcum. La eficiencia del fotosistema Il (Fv/Fm) esta directamente relacionada con
el aprovechamiento de la luz solar por las clorofilas del fotosistema Il (PSIl) y por ello
influye indirectamente en la captacion de COs reflejada en la fotosintesis. Los incrementos
en los valores de fotosintesis en el tratamiento inoculado, reflejan una relacién de la
apertura de los estomas y la capacidad de fijar dioxido de carbono bajo las condiciones
evaluadas. Las plantas inoculadas superaron dos veces la actividad fotosintética y 5,3
veces los niveles de transpiracidon que las plantas testigo. Estos resultados permiten
valorar la posibilidad de que estas plantas podrian estar mostrando un metabolismo C3 y
no CAM teniendo en cuenta el incremento de estos procesos y las condiciones optimas en
que son cultivadas en casas de cultivo. De forma general fueron evaluados un total de 38
indicadores morfoldgicos, bioquimicos vy fisiologicos, de los cuales la cepa INIFAT 5 indujo
cambios significativos sobre el crecimiento de las plantas de pifia en fase de aclimatizacion
en 34 indicadores (34/38=89,47%) con respecto al testigo sin inocular (Acta
PhysiologiaePlantarum, Vol 35, (12), pp 3483-3487. 2013).En la literatura se informa
muy poco sobre el efecto de la aplicacion de bacterias biofertilizadoras en la
aclimatizacién. Especificamente en el caso de las plantas de pifia inoculadas con bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, no se conocen estudios que caractericen estos
procesos descritos anteriormente. Por ello, estos resultados constituyen aspectos
novedosos para este cultivo con el empleo de biofertilizantes en la fase de
aclimatizacién.Se realizd, ademas, el analisis de factibilidad econdmica de la aplicacion de
A. chroococcumen la fase de aclimatizacion de plantas de pifa.Como resultado de la
aplicacion de la cepa INIFAT 5 cada cuatro semanas se redujo el periodo de aclimatizacion
de las plantas de seis a cuatro meses. Esto permitié el adelanto de la salida productiva de
lotes de plantas con el consiguiente efecto econdmico sobre los diferentes indicadores de
costo que conforman la tecnologia vigente para la obtencion de plantas de pifia (Yanes et
al., 2000). Con el acortamiento en dos meses de la fase de aclimatizacion los costos de
produccion se redujeron a un total de $67.339,07 y $1,35/unidad. Esto conllevé a un ahorro
de 0,12 CUP por unidad y de 6009,07 CUP en cada lote de plantas que se produce lo que
representa un ahorro de mano de obra, de importacion y compra de fertilizantes quimicos,
se disminuyen los riegos programados asi como los gastos energéticos que el proceso
requiere. Las plantas inoculadas lograron en menor tiempo superar los indices de calidad,
lo que representa la ventaja (acortamiento del ciclo) lograda sobre el normal desarrollo del
sistema existente de produccion de plantulas.

Con esta investigacion se demostro que la cepa INIFAT 5 de A. chroococcum, con una
frecuencia de aplicacion cada cuatro semanas, resulté ser la mas efectiva para la
estimulacion del crecimiento y calidad de las plantas de pifia en fase de aclimatizacion.
Ademas la inoculacion de A. chroococcum (cepa INIFAT 5) provocod cambios morfologicos
favorables en las hojas y raices de las plantas de pifia, con un papel importante en el
almacenamiento de agua y la absorcion de nutrientes y estimul6 los niveles de diferentes



indicadores bioquimicos vy fisiolégicos analizados, los cuales juegan un papel esencial en
los procesos de asimilacion de nutrientes, formacién de fotosintatos y proteinas en las
plantas. Con el empleo de la bacteria en la tecnologia de aclimatizacion de plantas de pifa,
se logré acortar a cuatro meses el periodo de aclimatizacion, se redujo el costo de
produccion y se incremento la calidad de las plantas en esta fase.

Novedad cientifica: Se establece por primera vez las condiciones de aplicaciéon de
Azotobacterchroococcum para la fase de aclimatizacion de plantas de pifia cv. Cayena lisa
y se caracterizan los cambios morfoldgicos, bioquimicos y fisiolégicos que se producen en
las plantas después de la inoculaciéon con el microorganismo. Estas caracterizaciones
constituyen los primeros informes con el empleo de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal en la aclimatizacion de plantas de pifa.

Valor practico: La aplicacién del biofertilizante propuesto constituye una alternativa
ecoldgica y eficiente para aumentar el material de plantacion de plantas de pifia durante la
fase de aclimatizacion. Ademas reduce el tiempo de permanencia de las plantas en esta
fase, lo que contribuye a disminuir los costos de produccion. Permite incrementar el efecto
econdmico teniendo en cuenta el acortamiento del ciclo productivo, el ahorro de mano de
obra, de aplicacién de insumos, disminucion de riegos programados, entre otros beneficios.
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