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SINTESIS

La investigacion se realizd con el objetivo de evaluar la variabilidad generada por organogénesis
indirecta en pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill), cultivar Espafiola roja pinarefia y
caracterizar los somaclones obtenidos. Para ello se determindé la variabilidad en caracteres
morfoldgicos y agronémicos en condiciones de campo hasta la tercera generacion vegetativa,
incluida en esta ultima la caracterizacion molecular, asimismo, en la cuarta generacion se
realizaron andlisis anatémicos, fisioldégicos y bioquimicos. Se obtuvieron dos somaclones estables,
el P3R5 y Enana, lo que quedod confirmado mediante el andlisis de AFLP, por lo que la variabilidad
generada por este método representé un 0,52% de variacion somaclonal. Al caracterizar el
somaclén Enana se corroboré que presenta menor tasa fotosintética y mayor tasa de transpiracion
que el somaclén P3R5, por lo que mostr6 menor eficiencia en el uso del agua que este. Se
constatd que de los indicadores agronémicos, anato-morfolégicos, fisioldégicos y bioquimicos
evaluados para detectar diferencias, el somaclén P3R5 difirié del donante en el 45,4% de estos,
mientras que el somaclén Enana lo hizo en el 70,5%, ambos somaclones tuvieron respuestas
variables respecto a los indicadores bioguimicos evaluados y mostraron los contenidos mas altos de
proteinas al compararse con el donante. El somaclon P3R5 se caracterizo por presentar de manera
estable menor nimero de espinas en sus hojas, lo que facilita las atenciones fitotécnicas, unido a su
adaptabilidad a las condiciones estudiadas y alcanzar rendimientos adecuados, mientras que el

somaclén Enana posee valor genético.
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INTRODUCCION

|. INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill) es la especie econdmicamente mas importante
dentro de la familia Bromeliaceae. Resulta de interés por su gran valor nutritivo, agradable sabor,
posibilidades de industrializacion, su belleza para la comercializacion y por los altos precios que
alcanza en el mercado como producto procesado o fresco. Es el tercer frutal tropical mas
importante después del banano y el mango. La produccién mundial en el afio 2010 alcanzé los
19,41 millones de toneladas, mientras en Cuba fue de 64 820 toneladas (FAOSTAT, 2012).

En Hawai, desde el afio 1914 se inici6 el mayor programa en la mejora de la pifia, que tenia entre
sus obijetivos, desarrollar resistencia a enfermedades en la variedad Cayena lisa. Mediante este
programa se seleccionaron variedades, pero ninguna pudo reemplazarla porque después de
varias generaciones las mismas revelaban nuevos problemas (Williams y Fleich, 1993).

Posterior a esta etapa, a pesar de los esfuerzos invertidos los programas de mejoramiento genético
de la pifia no lograron crear variedades polivalentes de un nivel comparable al de la Cayena lisa. Una
revision de las bases genéticas Utiles para el mejoramiento permite analizar las limitaciones de los
métodos tradicionalmente usados, como la retrocruza entre los hibridos que someten de nuevo estas
combinaciones a los riesgos de la recombinacién (Coppens d'Eeckenbrugge y Duval, 1995). El
mejoramiento varietal de la pifia mediante hibridaciéon es muy dificil y de muy poco progreso,
comparado con otros cultivos (Botella y Fairbain, 2005).

Debido a que la busqueda de variabilidad en pifia mediante los métodos clasicos resulté muy
laboriosa y larga (Cabot y Lacoevilhe,1990; Mhatre, 2007), varios grupos de investigadores
desarrollaron estudios basicos y aplicados en la Ultima década para obtener nuevos cultivares de
pifia con mejor comportamiento agronémico, mediante la aplicacion de la biotecnologia como una
herramienta eficaz para el logro de este objetivo (Sripaoraya et al. 2001, 2006; Espinosa et al.

2002; Botella y Fairbairn, 2005; Carlier et al. 2007; Yabor et al. 2009).
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La proyeccién estratégica de frutales en Cuba concede papel preponderante a la pifia y en la
provincia de Ciego de Avila se han dedicado recursos mediante un programa de recuperacion
abarcador (AIN, 2010).

En nuestro pais el cultivar Espafiola roja ocupa casi la totalidad de las areas de cultivo, dada su
rusticidad y aceptable comportamiento agronémico y el cultivar Espafiola roja pinarefia que surge
de la seleccion en areas de produccion a partir del primero, por sus hojas irregularmente
espinosas. Otros cultivares como la Pifia blanca o la Cabezona, son practicamente inexistentes en
los campos cubanos. La Cayena lisa, cultivar que estd mayoritariamente plantado en el mundo, no
tiene el mejor comportamiento en el pais (Isidrén et al. 2003). El principal trabajo de seleccion en
Cuba lo inici6 Ramirez (1981), el de hibridacion Benega et al. (1998) y de prospeccién nacional
Isidrén et al. (2003).

La variacién somaclonal es una herramienta muy Util en el mejoramiento de plantas, ya que la
variacion en las células somaticas de los tejidos se puede utilizar para obtener caracteristicas
novedosas en los cultivos (Cardoza y Stewart, 2004).

Este tipo de variacién se utilizd6 para generar variabilidad en diferentes especies, tanto de

propagacion sexual como asexual entre las que se destacan: ajo (Allium sativum L.) (Al-Zahim et
al. 1999); palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) (Tregear et al. 2002); geranio (Pelargonium
graveolens L. Herit.) (Ravindra et al. 2004); banano (Musa acuminata Colla) (Bairu et al. 2006);
cafia de azucar (Saccharum spp. Hibrido) (Orellana et al. 2006, 2010; Singh et al. 2008); arroz
(Oriza sativa L.) (Gao et al. 2009); pasto St. Augustinegrass (Stenotaphrum secundatum Walt.

Kuntze) (Li et al. 2010 a, b), en estos casos las caracteristicas agronémicas generadas por la

variacion fueron heredables.

Estudios mediante marcadores moleculares determinaron la magnitud de la variacion en las
plantas generadas en diferentes especies del género Solanum (Aversano et al. 2009). No siempre

la presencia de altos niveles de polimorfismo expresaron la aparicion de variantes somaclonales.

2
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Varios investigadores encontraron poco polimorfismo asociado con la regeneracion in vitro en
especies como: tomate (Solanum lycopersicum L.) (Smulders et al. 1995); palma aceitera (Elaeis
guineensis Jacqg.) (Rival et al. 1998); papa (Solanum tuberosum L.) (Barandalla et al. 2006;
Sharma et al. 2007) al utilizar marcadores RAPD [Acido dexosirribonucleico (ADN) polimoérfico
amplificado al azar], ISSR (Amplificacién intermicrosatélites) y AFLP (Polimorfismo de la longitud de
fragmentos amplificados). Por el contrario, diferencias importantes se encontraron por Piccioni et
al. (1997) en alfalfa (Medicago sativa L.) y Palombi et al. (2007), en pera (Pyrus communis L.),
mediante marcador RAPD.

La variacion somaclonal en pifia se describi6 por Wakasa (1979, 1989), cuando utilizé tejido
sincarpico en el cultivar Cayena lisa y encontré un alto porcentaje de plantas variadas en cuanto a
espinosidad, color, forma vy filotaxia de las hojas, sin ofrecerse detalles sobre la generacion a la
gue pertenecian dichas plantas ni los porcentajes de reversién hacia la forma materna. Dewald et
al. (1988), indicaron pequefia variacion seguida de la multiplicacion in vitro también en Cayena
lisa. En el cultivar Espafiola roja Liu et al. (1989) encontraron variantes de pocas espinas en las
plantas surgidas de la primera generacion in vitro que pasaron en su totalidad a la forma espinosa
en la etapa de adaptacion. Feuser et al. (2003), evaluaron la fidelidad genética de las plantas
surgidas al comparar dos métodos de multiplicaciébn y encontraron un 7% de polimorfismo
revelado por isoenzimas y RADP, en las plantas obtenidas en la primera generacion del cultivo in
vitro.

Firoozabady y Moy (2004) y Firoozabady et al. (2006), indicaron variabilidad de 3% al utilizar un
sistema de inmersién temporal, con gran reversion de las plantas a la forma de pocas espinas en
el cultivar Champaka obtenidas mediante transformacién y sefialaron la necesidad de continuar

los estudios en campo.

Sin embargo, estas investigaciones sefialaron pocos cambios fenotipicos en las plantas descritas,

pues sus objetivos fueron solo analizar las modificaciones en cuanto a la fidelidad genética en la
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primera generacion, sin dar continuidad en las generaciones siguientes. En ninguno de los
trabajos precedentes se realizaron evaluaciones de otras caracteristicas que pueden haberse
modificado por las condiciones in vitro, a nivel anato-morfoldgico, fisioldgico o bioquimico.

Al considerar lo expuesto y dada la importancia estratégica que se le concede a este frutal se
plantea la necesidad de analizar la variabilidad de las plantas regeneradas y detectar la presencia
de somaclones de pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merril), cultivar Espafiola roja pinareia
gue sean capaces de mostrar estabilidad de los cambios ocurridos a través de indicadores a
niveles genéticos, morfologicos, fisiolégicos, bioquimicos y moleculares y que respondan a las

exigencias del sector productivo.

De acuerdo con lo dicho anteriormente, se desarrolld6 una secuencia experimental a partir de la
hipoGtesis siguiente:

La evaluacion de la variabilidad en las plantas de pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill)
cultivar Espafiola roja pinarefia, generadas mediante organogénesis indirecta, permitird definir la
magnitud de los cambios presentados y caracterizar los somaclones obtenidos.

Para corroborar la hip6tesis trazada se plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL: Evaluar la variabilidad generada por organogénesis indirecta y caracterizar
los somaclones obtenidos en pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill), cultivar Espafiola roja
pinarefia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar la variabilidad fenotipica y genética en plantas de pifia (Ananas comosus var. Comosus
L. Merrill), cultivar Espafiola roja pinarefia, obtenidas mediante organogénesis indirecta.

2. Caracterizar los somaclones obtenidos a partir de organogénesis indirecta en pifia (Ananas
comosus var. comosus L. Merrill), cultivar Espafola roja pinarefia, mediante indicadores

agronémicos, anato-morfoldgicos, fisioldégicos y bioquimicos.
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NOVEDAD CIENTIFICA: Se confirma que las caracteristicas morfoagrondmicas y anatémicas hasta
la cuarta generacion vegetativa de los somaclones obtenidos en pifia (Ananas comosus var.
comosus L. Merrill) cultivar Espafiola roja pinarefia, son consecuencias de los cambios generados
por la organogénesis indirecta a nivel genético, bioquimico y fisiolégico.

VALOR PRACTICO: Se informa sobre la obtencion de dos nuevos somaclones de pifia derivados del
cultivar Espafiola roja pinarefia mediante organogénesis indirecta, promisorios para diferentes fines,
uno de ellos, el somaclén P3R5, destinado para su introduccién en la produccion comercial, al
caracterizarse por presentar rusticidad similar al cultivar Espafiola roja; mostrar de manera estable
menor numero de espinas en sus hojas que le confiere facilidades para la realizacién de atenciones
fitotécnicas, unido a su adaptabilidad a las condiciones estudiadas y proporcionar rendimientos

adecuados, el segundo, el somaclén Enana, destinado a programas de mejora por su valor genético.
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2.1 Generalidades del cultivo de la pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill).

2.1.1 Origen y taxonomia.

Respecto al origen de las variedades cultivadas de la especie Ananas comosus var. comosus L. Merrill,
Coppens dEckenbruge y Duval (2009) realizaron un estudio de una coleccion de formas silvestres y
cultivadas, las sometieron a analisis morfoldgicos y moleculares y obtuvieron resultados que confirman
la hipotesis del origen en el norte del Rio Amazonas de las variedades comosus y erectifolius, que son

cultivadas en esta region.

La pifia pertenece al orden Bromeliales y la familia Bromeliaceae, representada por 56 géneros y 2794
especies. La diversidad de formas silvestres y cultivadas en la parte Norte del rio Amazonas
(Orinogquia, Rio Negro, Amapa), asi como en Paraguay y sur de Brasil confirman la hip6tesis de que

este es su centro de origen (Coppens d'Eeckenbrugge y Leal, 2003).

2.1.2 Importancia econémica.

La pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill) es cultivada fundamentalmente por su fruto que
es consumido fresco o procesado. El fruto es una buena fuente de magnesio y contiene
significativas cantidades de vitaminas B1 y C, su pulpa es utilizada como ingrediente en varios
alimentos (Bartholomew et al. 2003). Contiene la bromelina que es una enzima proteolitica utilizada
con propoésitos medicinales y se sefialé que tiene propiedades de detener el crecimiento de células

malignas (Hale et al. 2005).

La produccién mundial de pifia en 2010 alcanz6 los 19,41 millones de toneladas. Los mayores
productores; Tailandia, Filipinas, China y Brasil destinaron su produccion para el consumo interno y

exportacion (FAOSTAT, 2012).
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2.1.3 Caracteristicas botanicas.

Es una especie herbacea perenne, cuya inflorescencia terminal da lugar a un fruto multiple (Coppens
dEckenbruge y Leal, 2003). Después de la maduracion del primer fruto, la planta desarrolla nuevos
brotes a partir de yemas axilares que producen un nuevo eje de crecimiento capaz de producir otro
fruto. Una planta da lugar a una secuencia de varios ciclos de produccion. Las yemas del tallo dan
lugar a los 6rganos de propagacion, en su regién basal surgen los brotes criollos, superiores a estos
brotes claveles y cerca de la base del fruto, brotes basales. Las plantas adultas alcanzan de uno a dos
metros de altura y uno a dos metros de ancho. Las principales estructuras morfolégicas son
distinguibles en el tallo, hojas, pedunculo, fruto, corona, brotes y raices. El tallo tiene una longitud de
25-50 cm y un ancho de 2-5 cm en la base y de 5-8 cm en el apice. Las hojas son sésiles y envuelven
al tallo, la filotaxia de estas en las variedades cultivadas es de 5/13, su nimero de 40 a 80, pueden
alcanzar 1,6 m de largo y 7 cm de ancho, lo que depende del cultivar y las condiciones ecoldgicas. Las
hojas D (Py et al. 1987) constituyen el grupo de hojas mas largas en la planta, con el tiempo es comun
que se aplique el término de hoja D a una hoja simple, usualmente la mas alta en la planta. Es la hoja
estandar mas facil de identificar y representa con gran facilidad el indice de crecimiento y la situacién

nutricional de la planta (Malézieux et al. 2003). Es la hoja adulta mas joven y la joven mas adulta.

La densidad estomética puede alcanzar 80 estomas por mm?. La anatomia de los estomas de la pifia
hace que tenga una tasa de transpiracion muy baja, sélo se ubican en el envés de las mismas. Los
genotipos diploides presentan estomas que miden 24+0,6 um, mientras los tetraploides 31.02+0,13
um Yy los triploides presentan valores intermedios entre diploides y tetraploides (Py et al. 1987). En la
hipodermis se encuentran el parénquima acuifero y clorofilico, el acuifero funciona como un reservorio
de agua, la cual es utilizada durante periodos de estrés. Las raices pueden alcanzar entre 1-2 m
lateralmente y una profundidad de 0,85 m. La inflorescencia posee desde 50 flores en especies
silvestres a mas de 200 en algunos cultivares. Estan dispuestas en un eje central con filotaxia 8/21 en

la mayoria de las pifias cultivadas. La floracion se produce de forma natural, inducida por dias cortos y

7
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temperaturas bajas o artificial en plantaciones comerciales mediante la aplicacion de etileno, acetileno
o por productos que liberan estas hormonas (Bartholomew et al. 2003). El etileno esté involucrado en el
proceso de maduracién del fruto, no obstante el fruto no es capaz de autocatalizarlo (Davey et al.

2007).

En Ananas comosus, la auto incompatibilidad se produce por la inhibicion del crecimiento del tubo
polinico en el tercio superior del estilo (Kerns, 1932; Majunder et al. 1964). Esto es controlado

gametofiticamente por un locus simple con alelos multiples (Brewbaker y Gorrez, 1967).

Todas las variedades botanicas de Ananas comosus poseen un sistema de auto incompatibilidad
gametofitica. La reaccion de autorechazo generalmente es mas fuerte en las variedades cultivadas
de A. comosus, lo que se debe probablemente al proceso de domesticacion y seleccién para

obtener frutos sin semillas (Coppens d’Eekenbrugge et al. 1993).

El fruto es un sincarpio formado por la fusién de los frutos individuales producidos por cada flor, el
namero de frutillos producidos por cada fruto determina el peso del mismo. El peso puede variar en
dependencia de las variedades desde 0,7 hasta 10 kg, aunque el valor promedio esta entre 1,5- 2 kg
(Py et al. 1987). El momento de la cosecha lo determinan diferentes factores, fundamentalmente el
momento de la plantacion y su relacion con las temperaturas existentes, el momento de la induccién
floral, el tipo de propagulo utilizado y el estado nutricional de las plantas, por lo que el ciclo del cultivo

puede durar desde 15 hasta 18 meses (Batholomew et al. 2003; Davey et al. 2007).

2.1.4 Caracteristicas de los cultivares Espafiola roja y Espafiola roja pinarefia.

Espafiola roja: El fruto es de tamafio medio (1,2-2 kg), anaranjado en la madurez y con forma de
barril. La masa es firme, pélida, aromatica y dulce, con moderado contenido de azucares (alrededor
de 12° Brix). La planta es de tamafio medio, con hojas de color verde oscuro, espinosas o
semiespinosas, las espinas estan distribuidas en ambos bordes. Las bracteas florales tienen color

rojo brillante. Es muy tolerante a las altas temperaturas, al estrés y a las enfermedades que atacan

8
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a las variedades comerciales de pifia (Py et al. 1987). El fruto con ojos rectangulares, planos,
elevados hacia las esquinas, orientados en dos espirales, su nimero varia entre 77 y 92 (Leal,

1990).

Espafiola roja pinarefia: Posee frutos en forma de barril, hojas irregularmente espinosas, pero
menos agresivas que en el tipo camagleyana. Muy rustica. Surge de la seleccion en &reas de

produccion a partir del cultivar Espafiola roja (Isidrén et al. 2003).

Ambas han estado presentes en los campos de cultivo del pais, casi como Unicos cultivares.

2.1.5 Caracteristicas fisioldgicas y condiciones de cultivo.

Esta especie cumple el metabolismo del &cido crasulacidnico. Los estomas de las plantas que
desarrollan este metabolismo permanecen cerrados durante el dia y abren por la noche, controlado
por las concentraciones internas de CO, (Salisbury y Ross, 1992). En la noche el CO, se asimila en
el malato por la carboxilacion de la enzima fosfoenol piruvato carboxilasa y durante el dia, el CO, se

procesa via rubisco con los estomas cerrados (Londers et al. 2010).

Las plantas de pifa fijan el CO, via fosfoenol piruvato carboxilasa y rubisco, pero hay una
separacion temporal que ocurre entre los pasos de la carboxilacién. Segun sefiala Malézieux et al.
(2003) la fijacibn nocturna del CO, ocurre via fosfoenol piruvato carboxilasa y los acidos
sintetizados, fundamentalmente el malico son almacenados en las vacuolas y al siguiente dia la
descarboxilacion del malato libera el CO,, el cual es fijado via rubisco. La fotosintesis resultante de
esa gran variacion diaria en la concentracion del malato, es propia de las plantas con metabolismo
del acido crasulacianico a la que pertenece la pifia.

La tasa fotosintética esti relacionada con las temperaturas diurnas y nocturnas. Bartholomew y
Malézieux (1994), plantearon una actividad 6ptima de la fotosintesis con una relacion entre temperatura

diurna y nocturna de 30/20°C.
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La pifia se caracteriza por tener una alta eficiencia en el uso del agua, lo que segun Malézieux et al.
(2003) se debe a la descarboxilacion del malato durante el dia que produce un incremento en la
concentracién interna de CO,, lo cual reduce la toma de CO, externo y la transpiracion. Producto a la
gran eficiencia sefialaron que cuando las plantas de pifia son sometidas a estrés de agua, la fijacion de
CO, se detiene, pero en un periodo prolongado las plantas contindan refijando el CO, respirado, por lo

gue pueden estar bajo estrés por periodos largos.

Las plagas constituyen la principal causa de pérdida de los rendimientos: chinche harinosa
(Dysmicoccus brevipes Cock), gusano blanco (Phyllophaga patruelis Chev), nematodos (Meloidogyne
sp., Pratylenchus brachiurus Godfrey, Rotylenchulus reniformes Linford y Oliveira, y Helicotylenchus
sp.), virus (Closterovirus), Phytophthora nicotianae var. parasitica y Fusarium subglutinans. Otro de los
problemas que causa la pérdida del rendimiento, lo constituye un mal control de la vegetacion
indeseable. La pifia es un cultivo que en su desarrollo vegetativo atraviesa periodos lentos de
crecimiento hasta completar su madurez fisiologica (Pefia et al. 1996). Esto hace que las plantas
indeseables de rapido crecimiento puedan competir por alimento, luz y humedad con mucha mayor
eficiencia. Por otra parte, las raices son superficiales y poco desarrolladas, por lo que las malezas
pueden utilizar rapidamente los nutrientes. Un enyerbamiento fuerte puede cubrir las plantas, reducir
las posibilidades de la luz y por tanto su capacidad fotosintética, lo que retrasa su crecimiento y
alarga su ciclo productivo. Ademas las plantas indeseables son reservorios de plagas vy
enfermedades como las chinches (Dysmicoccus brevipes Cock) y el gusano blanco (Phyllophaga

patruelis Chev), lo que repercute desfavorablemente en las plantaciones (Isidron et al. 2003).

2.2 Genética del cultivo.

La pifia posee cromosomas esféricos y pequefios, miden de 0,5 a 1,0 um, su nimero es de 50 (n=25).

Pseudoananas sagenarios (Arruda) Camargo, tiene 100 cromosomas. Se conocen varios triploides,
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entre ellos el cultivar Cabezona, ademas tetraploides como el caso del cultivar James Queen (Py et al.
1987).

El nUmero de brotes basales y la formacion de coronas estan bajo control genético. Las condiciones
climaticas tienen una marcada influencia dada por el estado de desarrollo de las plantas. Algunos
cultivares estdn mas sujetos a estas anomalias que otros, por lo que debe ser llevada a cabo una

estricta seleccién para disminuir los efectos negativos (Dalldorf, 1990).

Kinjo (1993) parti6 de la definicion de cinco tipos de espinosidad de las hojas de la pifia, en las que

habia una epistasis dominante del gen (M) y otras series de genes, como se sefiala en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de espinosidad segun Kinjo (1993).

Tipo de espinosidad Epistaticos Serie de genes Ej.Variedades
1. Piping (Margenes involutos) M_ aabbcc Maipure
2. Spineless (Lisas) mm A-B-C- A.erectifolius
3. Few (Solo en los extremos) mm A-bbC- Cayenas
A-B-cc
aaB-C
4.Sacallop (Espinosidad mm A-bbcc E. roja
irregular) aaB-cc
aabbC-
5.Spiny (Muy espinoso) mm aabbcc Branco

La expresion de estos fenotipos fue estudiada desde la mitad del estado de crecimiento vegetativo en
hibridos de pifia producidos por cruces interespecificos y se analizd la segregacion del caracter
espinoso en F;. Los resultados mostraron que las plantas F; surgidas del cruce entre plantas de hojas
lisas tipo Piping y Spiny segregaron en una proporcién 1:1, lo que atribuy6 a un par simple de alelos, en
el que el fenotipo dominante fue Maipure. Los cruces de Few x Spiny mostraron ambos fenotipos de los
padres, ademas de una forma irregular de las espinas (Scallop). En cruces entre Cayenas los fenotipos
que aparecieron sugirieron que estas caracteristicas estan expresadas por pares triples de alelos.

Concluy6 que la segregacion fenotipica observada prob6 que "spineless" fue heredada por tres alelos

11
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dominantes en el locus con un cromosoma homoélogo. Planteé el orden de la dominancia de la
siguiente forma: MAIPURE > SPINELESS >= FEW > SCALLOP > SPINY.

En investigacién de Coppens d’Eekenbrugge et al. (1993) sefalaron que el tipo de hoja espinoso
correspondi6 a un alelo o a una familia de alelos recesivos s. El tipo liso (con espinas en la base y en la
punta de las hojas) de Cayena o medio espinoso de ciertos cultivares de Espafiola roja correspondi6 a
un alelo dominante S, sobre S y s. El tipo piping de los cultivares del llamado grupo Mordilonus
(Perolera, Ronddn, Primavera) correspondié a un alelo P dominante del gen p con efecto epistatico

sobre el gen s.

2.3 Generalidades del cultivo in vitro de la pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill).

La micropropagacion de la pifia mediante cultivo de tejidos ofrece una alternativa a los métodos
convencionales de multiplicacién de las plantas, no solamente por la produccién masiva, sino, por la
posibilidad de clonar plantas élites con caracteristicas deseables y por la posibilidad de obtener
plantas libres de virus a partir del cultivo de meristemos (Davey et al. 2007). Esta es una via por la
gue no se produce variabilidad en el material, son en general muy estables y en particular el cultivo
de meristemos es la técnica de mayor aplicacion desde el punto de vista comercial.

Desde la década de 1960 se trabaja en la micropropagacion de la pifia y se realizaron protocolos
para la regeneracion y propagacion de la pifia in vitro (Daquinta y Benegas, 1997; Escalona et al.
1999; Firoozabady y Gutterson 2003; Sripaoraya et al. 2003; Rodriguez et al. 2004). También
Benega et al. (2000) desarrollaron protocolos para el cultivo de anteras y 6vulos de pifia con el
objetivo de su utilizacién en un programa de mejoramiento genético.

El primer informe sobre la via de regeneracién de plantas de pifia mediante embriogénesis somatica
lo realizaron Daquinta et al. (1996), los que evaluaron diferentes concentraciones de 3,6 acido
dicloro-2-metoxibenzoico (Dicamba) como regulador del crecimiento para inducir la formacion de

callos embriogénicos a partir de hojas de los cultivares Espafiola roja y Cayena lisa. Posteriormente
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realizaron estudios de embriogénesis en pifia Sripaoraya et al. (2003), Firoozabady y Moy (2004) y
Firoozabady et al. (2006).

2.4 Mejora genética por métodos tradicionales.

La supremacia en la industria de un solo cultivar de pifia, la Cayena lisa, es extremadamente
peligroso por el efecto de las plagas. La obtencion de nuevos cultivares resistentes, significa una
correcta estrategia para resolver esta situacién. Ademas, aunque el cultivar Cayena lisa es muy
bueno para procesar, no tiene gran aceptacibn como fruto fresco. Estas constituyen las
justificaciones principales de donde parten los programas de mejora de la pifia en el mundo (Chan
et al. 2003), los que en el caso de las técnicas tradicionales se basan en la seleccion y la

hibridacion.

2.4.1 Seleccioén.

El principal y mas antiguo programa de seleccion en pifia para la resistencia a enfermedades como
Phytophtora nicotianae var. parasitica, nematodos y otras caracteristicas, se llevé a cabo en Hawai a
partir de la Cayena lisa, se seleccionaron cultivares por ser mejores que este Ultimo en algunas
caracteristicas individuales, como mayor contenido de vitamina C, menor acidez, mayores
rendimientos, mayor vigor de las plantas y mejores para el procesamiento industrial, pero después de

varias evaluaciones mostraron deficiencias (Chan et al. 2003).

En trabajos realizados por Cabot (1988) se propusieron tres métodos para la creacién de cultivares de
pifia a partir de una seleccion basada en la aparicion de mutaciones somaticas espontaneas:
- Eliminacién de las mutaciones desfavorables aparecidas en las plantaciones, (plantas espinosas,

frutos collar of slips, deformaciones del fruto, quimeras).

- La practica de una seleccion masal de las mejores plantas de la poblacion, (vigor, relacién peso del

fruto/peso de la planta, produccion de brotes precoces).
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- La conduccion de una seleccion clonal permite la creacion de un cultivar homogéneo a partir de una
poblacion heterogénea resultante de la acumulacién con el curso del tiempo de las mutaciones

somaticas.

Por otra parte este mismo autor sefiald6 cuatro métodos para la creacion de cultivares a partir de una

seleccion efectuada sobre una poblacién con fuerte variabilidad inducida artificialmente en pifia:

a) Creacién de variabilidad por hibridacién, b) Creacién de variabilidad por cultivo in vitro, c)

Variabilidad por mutagénesis, d) Induccion de poliploides.

Un método de seleccion fenotipica en pifia se sefiald6 por Coppens d'Eeckenbrugge y Duval (1995),
en el que se planted la seleccion del fenotipo excepcional y su multiplicacion por cultivo de tejidos. Este

método tiene como ventaja la homogeneidad genética que se alcanza rapidamente.

En este trabajo observaron muy pocas variantes en mas de 240 000 plantas producidas in vitro al
analizar la variabilidad en clones existentes y casi todos volvieron al tipo normal después de unos
meses, s6lo los mutantes clorofilicos permanecieron estables. También plantearon que dada la
variacion de vigor observada en la fase de aclimatizacién es imposible identificar una mutacion antes
del primer ciclo vegetativo normal, es decir menos de tres afios después de la produccién de la
vitroplanta y todavia quedaria por comprobar su transmision en los ciclos vegetativos siguientes

mediante la seleccién clonal clasica.

2.4.2 Hibridacion.

Entre las metas de los programas de mejoramiento de pifia se sefalaron la resistencia a
enfermedades como Phytophtora nicotianae var. parasitica y Fusarium subglutinans, la prevencién
de desdrdenes como el pardeamiento interior y rasgos especificos como la floracién natural

temprana en cultivares élites (Carlier et al. 2007).
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La hibridacion constituye el principal método de mejora utilizado en la pifia. En Puerto Rico de un
cruce natural entre Cayena lisa y Espafiola roja resulté la selecciéon P.R 1-67 (Ramirez et al. 1972).
Se realizé un programa de hibridacion en Costa de Marfil entre Cayena y Perolera y se obtuvieron

hibridos resistentes a Phytophthora nicotianae var. parasitica (Loison-Cabot, 1987).

Estudios realizados en Filipinas por Villegas et al. (1995) quienes cruzaron Cayena lisa y Queen con
el objetivo de obtener tipos Queen sin espinas, tuvieron éxito, pues lograron una seleccion con estas

caracteristicas.

En Malasia se desarrollaron programas de hibridacion (Wee, 1974; Chan y Lee 1985). Chan y Lee
(1996) obtuvieron hibridos, en particular el Josapine a partir del cruce entre Nanas Johor y Sarawak
(variante de Cayena lisa). Trabajos realizados en Australia por Sanewski (1998), en un programa de
mejoramiento en el que utilizé6 Cayena lisa, Queen e hibridos PRI, encontré que PRI 73-50, 53-116 y
59-656 vy el hibrido filipino 24-80, produjeron varias progenies hibridas con atributos comerciales

aceptables para el mercado de frutas frescas.

En Taiwan se desarroll6 un programa de hibridacién en el que cruzaron Cayena lisa con cultivares
locales y posteriormente cruzaron Cayena lisa y Queen, que resultd en la obtencién del hibrido Easy
Peeler (Fitchet, 1989; Chan, 1997). Este programa continué con la obtencion de dos hibridos;

Tainung 13y Tainung 16 (Chang et al. 1997).

En busca de resistencia a la fusariosis en Brasil (Cabral et al. 1993; Cabral et al. 1997) sefalaron
que el principal programa de mejora incluy6 a los cultivares Pérola y Cayena lisa. Con los mismos
obtuvieron una alta proporciéon de progenies hibridas con caracteristicas de resistencia. En el
CIRAD (Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo) de Francia, Coppens

d’Eckenbrugge y Duval (2000) evaluaron al hibrido Scarlet para el mercado de frutas frescas.
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El programa de hibridacion en Cuba se inici6 en 1991, en el mismo se utilizd6 Cayena lisa Serrana,
Perolera y Espafiola Roja, a partir de estos trabajos fueron obtenidos los hibridos CBCE-116 y

CBCE-74 (Benega et al. 1998).

La hibridaciéon y seleccién clonal, que involucra principalmente cultivares élites, se utiliza en el
mejoramiento genético de la pifia desde hace un siglo. No obstante, la naturaleza heterocig6tica de
los cultivares de pifia y la fuerte segregacion y recombinacion, limita el éxito de la mejora por

hibridacion (Carlier et al. 2007).

Dentro de los programas de mejora, Bartholomew et al. (2010) sefialaron los 17 cultivares producidos
en el mundo en los Ultimos afios, en particular el hibrido MD-2 originado en el Instituto de
Investigaciones de la Pifia de Hawaii en 1970, a partir del cruce de 58-1184 y 59-443 e introducido en
el mercado con este hombre en 1996. Destacaron también la introduccién a la produccién en 2009, de
un hibrido de pifia (Ajuba) a partir del programa de hibridacién de Brasil, originado en la Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, mediante cruce de Perolera y Cayena lisa, el que presenté hojas
lisas como caracteristica principal, adaptado para regiones templadas y preferiblemente para consumo

fresco.

2.5 Mejora genética por métodos biotecnoldgicos.

2.5.1 Produccién de haploides.

El trabajo méas importante sefialado en la bibliografia internacional es el de Benega et al. (2000) los
gue desarrollaron cuatro métodos para inducir plantas haploides de pifia: cultivo de anteras y 6vulos,
partenogénesis in situ mediante polen irradiado y cruces intergenéricos. Obtuvieron plantas
haploides a partir de los cruces intergenéricos de Cayena lisa Serrana como progenitor femenino y
Curujey (Tillandsia fasciculata SW) como progenitor masculino, asi como, mediante cultivo de

anteras.
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2.5.2 Ingenieria genética.

Son técnicas biotecnolégicas que permiten transferir ADN fordneo de una especie donante a una
especie vegetal receptora por medio de un plasmido bacteriano, virus o algin otro medio (ej.
biolistica, electroporacion, microinyeccion). El proceso se conoce también como transformacion
(Poehiman y Allen, 2003). La transferencia de genes mediada por Agrobacterium tumefaciens Smith

y Townsend, es el método que tiene mayor utilizacion (Clive, 2008).

Debido a que el mejoramiento clasico de la pifia es extremadamente laborioso y consume mucho
tiempo (Cabot y Lacoevilhe, 1990) se establecieron procedimientos eficaces para la transformacion
genética de la pifia (Sripaoraya et al. 2001; Espinosa et al. 2002) y se informé de resultados
exitosos en la transformacion de la pifia mediante Agrobacterium (Firoozabady et al. 2006) por lo
gue la ingenieria genética parece ser una estrategia prometedora en este cultivo (Carlier et al.

2007).

Los primeros ensayos en invernaderos y campo de clones de pifia genéticamente transformados,
mostraron la expresion reducida de la polifenol oxidasa (ppo) y de la 1- aminociclopropano-1-
carboxilato sintetasa o expresion del gen que confiere resistencia a bialaphos (bar) (Rohrbach et al.
2000; Sripaoraya et al. 2001; Botella y Fairbairn, 2005; Sripaoraya et al. 2006; Trusov y Botella 2006;

Yabor et al. 2009).

Los estudios realizados en plantas transgénicas de pifia se dirigieron al control de la floracion, la
calidad del fruto, la resistencia a nematodos, virus y al desorden fisioldgico llamado corazén negro,
gue ocurre con temperatura y luminosidad bajas (Bartholomew et al. 2003; Sanewski, 2004; Ko et al.

2006; Wang et al. 2009).

2.5.3 Seleccion in vitro. Rodriguez et al. (2002) describieron un protocolo para la seleccion in vitro
de genotipos resistentes a diferentes niveles de infestacion del hongo Phythopthora nicotianae var.

parasitica, que causa la pudricion del corazén de las posturas de pifia.
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No obstante trabajos de seleccion in vitro a herbicidas y expresion reducida de enzimas en plantas
transgénicas de pifia se desarrollaron en los Ultimos afios, como se sefial6 en el sub-acapite anterior
(Rohrbach et al. 2000; Sripaoraya et al. 2001; Botella y Fairbairn, 2005; Sripaoraya et al. 2006;

Trusov y Botella 2006; Yabor et al. 2009).

2.5.4 Mutagénesis in vitro.

En los dltimos tiempos los trabajos sefalados en pifia en condiciones in vitro estan relacionados con
la utilizacibn de mutagenos quimicos; Mhatre y Rao (2002) sefalaron que el nimero de brotes
multiples de pifia in vitro disminuyé cuando aumentd el tiempo y la concentracién de Etilmetano
sulfonato (EMS); Yun y Ching (2010) encontraron mutantes clorofilicos, asi como, alteraciones en la
espinosidad de las hojas en plantas de pifia regeneradas a partir de callos tratados con Dimetil
sulféxido(DMSO).

2.5.5 Variacion somaclonal.

Mediante el cultivo de tejidos se puede regenerar plantas funcionales a partir de microsporas, sacos
embrionarios, embriones inmaduros, fragmentos de tejidos, callos, células aisladas o protoplastos

(Maluszynski et al. 2003).

Varios investigadores coinciden en sefialar que la variacion somaclonal ocurre in vitro en cultivos
celulares, de tejidos y 6rganos, asi como, en plantas regeneradas de los mismos y que es
generalmente espontanea, con produccién de cambios que pueden ser heredables o no (Larkin y

Scowcroft 1981; Pierik, 1997; Sahijram et al. 2003; Anu et al. 2004; Mujib, 2004).

Cuando la variacion somaclonal fue heredable se asocié con rearreglos cromosomales, delecciones
y mutaciones (Sanchez-Teyer et al. 2003; Noro et al. 2007), mientras que cuando la variacion
somaclonal fue epigenética, pudo ser resultado de un cambio en la expresion de los genes,
reversible y no heredable (Pierik, 1997; Kaeppler et al. 2000; Jain, 2001; Smulders, 2005), que pudo

estar relacionado con alteraciones en los patrones de metilacion del ADN (Kubis et al. 2003).
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Estudios més recientes de la variacion epigenética entre poblaciones, organismos individuales y en
condiciones medioambientales diferentes, hacen pensar en su importancia para la adaptacion de

fenotipos adecuados y su transmision heredable (Vaughn et al. 2007).

Hasta hoy pocos ejemplos de herencia epigenética transgeneracional se sefialaron, el conocimiento
acerca del posible mecanismo esta en desarrollo y todavia hay muchas preguntas por responder,
sin embargo la comprension de la herencia epigenética transgeneracional podria ser la respuesta a

varias incognitas relativas a la adaptacion (Hauser et al. 2011).

Existen procesos biolégicos que pueden propiciar variacion somaclonal heredable, que deben estar
relacionados con mutaciones. Hay investigadores que le dieron mucho peso a que la variacion
somaclonal pudo estar asociada a cambios en el nUmero de cromosomas (Brown et al. 1993) y a la

poliploidia (Bhatia et al. 2005).

Es muy importante sefialar que durante el cultivo in vitro, plantas como fresa (Fragaria moschata),
citricos (Citrus sinensis Osbeck.), papa (Solanum tuberosum L.) y manzana (Malus silvestres L Mill)
sufren de cambios hormonales y morfologicos temporales (como aparicion o desaparicion de
espinas y ramificaciones, morfologia de la hoja, etc.) lo que se debi6 al proceso de
rejuvenecimiento, promovido en muchos casos por reguladores de crecimiento y no a causa de

variacion somaclonal (Mujib, 2004).

La variacion somaclonal puede ser utilizada como herramienta para inducir variabilidad genética vy,
en el mejor de los casos, obtener caracteristicas agronémicas deseables (Cassells y Curry, 2001;
Araljo et al. 2004). Es muy util en el mejoramiento de plantas, ya que la variacion en las células
somaticas de los tejidos puede ser utilizada para obtener caracteristicas novedosas en los cultivos

(Cardoza y Stewart, 2004).

El fendbmeno de la variacion somaclonal puede promover eventos positivos y negativos, segun

Sanchez-Chiang y Jiménez (2009), en programas de mejoramiento genético la variaciéon somaclonal
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puede ser un recurso importante que genera variabilidad. Sin embargo, durante la micropropagacion y

en bancos de germoplasma in vitro, este tipo de variacion es indeseable.

Al analizar la variacion somaclonal en el cultivar hibrido de banano ‘FHIA 18 (Musa AAAB) mediante
embriogénesis somatica y organogénesis (Kosky et al. 2006) sefialaron una variacion total de 0,7% vy
de 0,3% respectivamente, mientras Orellana et al. (2010) informaron una variacion total en todos los
caracteres morfologicos en plantas propagadas por embriogénesis somatica en el cultivar ‘Cavendish
enano’ de 0,34% en el segundo ciclo de cultivo y recomend6 este método para la propagacion masiva

de plantas de este cultivar.

Para comprobar la variacibn somaclonal producida por el cultivo in vitro es necesario realizar un
conjunto de determinaciones fenotipicas y genotipicas que permitan su identificacion como
individuos con caracteres heredables. Esta variacion puede pre existir en poblaciones naturales de
plantas en colecciones de campo, en bancos de germoplasma o desarrollarse de novo como
resultado de las condiciones de cultivo in vitro (Castillo et al. 2010). Esta tiene aplicacion relevante,
tanto en la propagacion como en la transformacion y en la clonacién en plantas eucariotas (Prado et

al. 2010).

Este procedimiento se utilizé para producir variabilidad en plantas de propagacion vegetativa como
el ajo (Allium sativum L.) (Al-Zahim et al. 1999). Cultivares con alto valor comercial se obtuvieron
también por medio de esta técnica en arroz (Oryza sativa L.) (Aradjo et al. 2004), chile dulce
(Capsicum annuum L.) (Anu et al. 2004), palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) (Tregear et al.
2002), crisantemo (Chrysanthemum indicum Thunb.) (Martin et al. 2002), hierba de San Juan
(Hypericum perforatum L.) (HaluSskova y KoSuth, 2003), los que lograron en todos los casos
variacion somaclonal heredable.

Otras variantes somaclonales de interés se utilizaron comercialmente por sus caracteristicas de
resistencia a enfermedades, mejora en la apariencia de las plantas, flores y frutos, tamafio, sabor,

fragancia y presencia de metabolitos Utiles. Tal es el ejemplo de variantes somaclonales de fresa
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Fragaria moschata Weston (Fragaria x ananassa), resistentes a antracnosis (Hammerschlag et al.
2006).

En cuanto a la resistencia a dos cepas causantes de la pudricion roja Colletotrichum falcatum Went,
Singh et al. (2008) evaluaron 228 somaclones de cafia de azucar (Saccharum spp. Hibrido), tres
somaclones mostraron resistencia moderada a ambas cepas (Cf 03 y Cf 08) de Colletotrichum
falcatum Went, mientras que la variedad donante fue susceptible.

Li et al. (2010 a) al realizar un estudio en plantas de pasto (Stenotaphrum secundatum Walt. Kuntze)
St. Augustinegrass regeneradas a partir de cultivo in vitro, encontraron que una variante somaclonal
mostré ser mas tolerante a las heladas que su progenitor Raleigh. En investigacion posterior Li et al.
(2010b) identificaron 119 variantes morfologicas, 115 de ellas con habito de crecimiento semienano,
hojas mas cortas, anchas y entrenudos cortos; 100 mostraron menor vigor y no sobrevivieron; 15 de
ellas mostraron crecimiento adecuado y se investigaron en campo; 13 de ellas fueron semienanas y

de hojas més largas. Los caracteres modificados fueron estables durante la propagacion vegetativa.

Jain (2001) y Li et al. (2010a) relacionaron 22 cultivares de diferentes especies que se obtuvieron
mediante variacion somaclonal con caracteres mejorados que incluyeron el rendimiento, arquitectura
de las plantas, color, resistencia a enfermedades y tolerancia a temperaturas altas o bajas y a la

salinidad.

La variacién somaclonal puede detectarse por cambios fenotipicos visibles (en el vigor, produccion,
calidad, pigmentacién o resistencia a enfermedades) o por medio de marcadores bioguimicos y
moleculares. La deteccion es posible al comparar las diferencias entre el fenotipo parental y el

fenotipo donde ocurrio el cambio (Sahijram et al. 2003).

La seleccion de variantes somaclonales se puede iniciar desde la primera generacion, aunque se
corre riesgo de que no sea estable la variacion. Ravindra et al. (2004) en investigacion realizada en
geranio (Pelargonium graveolens L. Herit.) encontraron mayor variacion entre plantas regeneradas

del cultivo in vitro en la primera generacion vegetativa que sigue a la fase de cultivo in vitro, que
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entre plantas parentales a partir de cortes del tallo, en cuanto al rendimiento, altura de la planta,
tamafio de la hoja y contenido de aceites esenciales. En la segunda generacion vegetativa que
sigue a la fase de cultivo in vitro, el 100% de los somaclones seleccionados mantuvieron sus

rasgos, por lo que se lo atribuyeron a causas genéticas.

En pifia la variacion somaclonal se sefialé por Wakasa (1979, 1989), Dewald et al. (1988), Liu et al.
(1989) y Feuser et al. (2003). La diferencia en la espinosidad de plantas de pifia regeneradas por
organogénesis y embriogénesis somatica en el cultivar Cayena lisa, informado por Firoozabady y
Moy (2004), probablemente se deba a variacibn somaclonal. Estos estudios sefialaron pocas
caracteristicas, como son el numero de hojas por plantas, el nUmero de espinas en las hojas y el

color de éstas.

2.5.5.1. Factores gue influyen en la variacion somaclonal.

El método de cultivo in vitro y el estado fisico del medio:

La variacion somaclonal se puede generar en todos los métodos comunmente empleados para el
cultivo in vitro de plantas (cultivo de yemas, organogénesis y embriogénesis somatica). Sin
embargo, el patrén de desarrollo que sigue un explante durante su morfogénesis in vitro es un
elemento clave que se relaciona con la variacion somaclonal. Por ejemplo, cuando un tejido
altamente diferenciado pas6 por una etapa de desdiferenciacion con una alta tasa de divisién
celular, se gener6 mayor variacion somaclonal que cuando ocurri6 un desarrollo directo hacia
regeneracion a partir de yemas apicales, axilares y embriones (Sahijram et al. 2003; Cardone et al.
2004).

El estado fisico del medio de cultivo (liquido o semi-sdlido) también puede influir en la aparicion de
variantes somaclonales, ya que un mismo tejido se comporta de diferente manera frente a los
factores fisicos asociados (oxigenacioén, tension superficial y dafios mecanicos). Por ejemplo, una
deficiencia en la oxigenacion del callo caus6 la produccion de etanol que puede actuar como

mutageno (Cardone et al. 2004). En otro ejemplo, se encontr6 que explantes de pifia (Ananas
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comosus cv. Amarelinho) cultivados en un sistema de inmersién temporal (medio liquido)
presentaron tasas mayores de variacion somaclonal que en medios de cultivos semisélidos (Feuser
et al. 2003).

Edad del cultivo y nUmero de subcultivos:

La proporcion de variantes somaclonales aument6 en cultivos envejecidos y en plantas con varios
subcultivos (Cardone et al. 2004). Lo anterior probablemente se debe a la acumulacion de
alteraciones genéticas, cambios epigenéticos y mutaciones (Pierik, 1997; Sahijram et al. 2003;
Cardone et al. 2004). En ese sentido, Sahijram et al. (2003) mencionaron que la variacion
somaclonal puede aparecer después de tres a ocho subcultivos, en el caso de diferentes cultivares
de banano.

Al realizar un estudio en crisantemo (Chrysanthemum indicum Thunb.), Mifiano et al. (2009)
encontraron una planta que mostré diferencias en el patron de bandas en el séptimo subcultivo.

El medio de cultivo y sus componentes:

Un elemento de gran peso que se plantea como una causa de la variacion es el efecto del medio de
cultivo y su compaosicién hormonal en la regeneracién de plantas.

Se encontré que los reguladores del crecimiento, principalmente aquellos con naturaleza auxinica
pueden promover la metilacion del ADN, lo que provocd cambios epigenéticos (Rakoczy-
Trojanowska, 2002; Sahijram et al. 2003).

Joyce y Cassells (2002) senalaron que el cultivo in vitro produjo una alta metilacion del ADN de la
papa, fundamentalmente cuando se utilizaron hojas jovenes, esta se determind mediante un analisis
de enzimas de restriccion sensibles a la misma. Los criterios de Salisbury y Ross (1992) consolidan
el punto de vista de que las auxinas y citoquininas cambian algunos productos génicos, como las
proteinas, con la misma rapidez con que promueven el crecimiento.

Las dosis de reguladores del crecimiento que incluyen a las citoquininas, se han considerado las
causantes de la variacion somaclonal ocurrida al someter érganos o partes de estos al cultivo in

vitro. Viegas (2008) evalué la ocurrencia de la variacion somaclonal en plantas de Heliconia bihai
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L., micropropagadas a partir de apices caulinares en el medio de cultivo de Murashige y Skoog

(1962), con 2,5 mg.L™ de bencil-amino-purina (BAP) que posteriormente fueron subcultivadas en

medio Murashige y Skoog (1962) suplementado con 4,0 mg.L™" de esta misma citoquinina para la

induccién de brotes axilares, seleccionaron 2000 plantas y la tasa de variacion somaclonal

obtenida fue de 61,4%, destacandose los tipos de porte bajo, clorofilicos y coloracion del

pseudotallo y peciolo.

Otahola (2000) en maracuya (Pasiflora edulis SIMS) encontr6 menor cantidad de variantes
somaclonales con dosis de 1,2 mg.L" de benciladenina (BA) y con dosis bajas obtuvo mayor
cantidad; mientras Ling et al. (2002) obtuvieron dos somaclones de arroz (Oriza sativa L.) a partir
de plantas estériles que se convirtieron en fértiles cuando se cultivaron en suspensiones celulares
que contenian 2,0 mg.L™ de &cido naftalenacético (ANA) y 2,0 mg.L™ de kinetina (KIN), por su parte
Rakoczy -Trojanowska (2002) seleccion6 varios somaclones de cebada cuando aplicé altas dosis de
2-4-diclorofenoxiacético (2-4D) y Dicamba.

En el caso de la pifia, Smith et al. (2003) sefialaron que el procedimiento para la produccion de
plantulas donde se utiliza citoquininas suplementadas con auxinas, en particular el ANA y se
obtienen tejidos desorganizados, el material obtenido estd mas propenso al incremento de cambios
genéticos producidos por la variacion somaclonal, los cuales pueden ser heredables

Existen informes que describen la aplicacion de una citoquinina aromatica, particularmente meta-
topolin  (N°-(meta-hidroxibenciladenina) (mT) en la micropropagacion de plantas de pifia;
Teklehaymanot et al. (2010) indicaron que las plantas crecieron mejor en un medio de cultivo con
mT que en una concentracion equivalente de benciladenina. La pifia mostré buenos resultados en
su respuesta al meta-topolin, las plantas se desarrollaron con caracteristicas morfolégicas normales,
sin ocurrencia de variacion somaclonal y se observé que el mT fue superior en todo el sistema de
cultivo in vitro.

Otros autores sefialaron resultados favorables, sin la ocurrencia de variacién somaclonal en la

micropropagacion de la pifia MD2, con una tasa de multiplicacion alta al utilizar medio de cultivo
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semi-sélido o liquido Murashige y Skoog (1962), suplementado con 7,5 mg.L™ de BAP y 2,0 mg.L™
de ANA (Be y Debergh 2006; Danso et al. 2008).

Genotipo:

El efecto del genotipo se manifiesta en la regeneracion de las plantas. En cafia de azucar
(Saccharum spp. Hibrido), Pérez (1998) encontré diferencias de 1,3% a 12,5% de variacion
somaclonal en dependencia de los cultivares. Este autor indico que la influencia del genotipo en la
variabilidad somaclonal puede estar dada por dos causas; una es que sea mas inestable y que
tenga un mayor nimero de mutaciones en el tejido y la otra que los genotipos tengan variada
respuesta a la variabilidad que se produce por el cultivo in vitro.

Explante:

Al tener en cuenta que no todos los explantes tienen igual frecuencia de regenerantes se debe
asumir que también podran tener diferentes frecuencias de variacién, pero no se puede analizar de
forma aislada, separado de los demas factores (Pérez, 1998).

Al analizar la variacion en plantas regeneradas de Arabidopsis thaliana L. Heynh, a partir de
organogénesis de explantes de raices, Polanco y Ruiz (2002), encontraron tres somaclones que
contenian el 40% de la variacion observada en las mismas.

De acuerdo con Orellana et al. (2006) el cultivo de tejidos combinado con la mutagénesis in vitro son
herramientas Utiles para inducir variabilidad y reducir el tiempo en la seleccién de cultivares con
adecuadas caracteristicas productivas y resistentes a enfermedades, por lo que combinaron la
técnica de induccion de callos y la mutagénesis para producir variabilidad en cafa de azlcar
(Sacharum spp. Hibrido) y obtuvieron dos mutantes resistentes a la roya (Puccinia melanocephala H
y P Sydow.) con caracteristicas similares al control.

2.5.5.2 Técnicas utilizadas para la deteccion y cuantificacion de la variacién somaclonal.

La variacibn somaclonal puede ser caracterizada por diversos tipos de marcadores: (a)
morfoldgicos, tales como estudio del cariotipo (analisis citolégico), tamafio, color de las flores, forma

de la hoja, etc. (Mehta y Angra, 2000); (b) patrones isoenzimaticos, que se basan en la presencia
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de isoformas de enzimas especificas, que tienen la misma actividad, pero con diferente estructura
molecular (Seo et al. 2004); (c) los basados en proteinas de reserva de las semillas (Campa et al.
2004, Martin-Cuevas et al. 2004); y (d) aquellos basados en el ADN (Picca et al. 2004).

Se desarrollaron diferentes técnicas moleculares que se utilizaron en estudios de evolucion
genética, poblaciones, ecologia, mapeo genético y clonacion de genes (Picca et al. 2004). Estas
técnicas moleculares fueron también una herramienta Util para detectar variacibn somaclonal de una
manera mas precisa y a nivel del ADN (Cassells y Curry, 2001; Martin et al. 2002; Polanco y Ruiz
2002; Mujib, 2004), asi como, para determinar niveles y mecanismos por los cuales ocurre la
variacion somaclonal (Aravanopoulos, 2003).

Estudios mediante marcadores moleculares determinaron la magnitud de la variacion somaclonal en
especies del género Solanum (Aversano et al. 2009). Falta de polimorfismo asociado con la
regeneracion in vitro se encontraron en tomate (Solanum lycopersicum L.) (Smulders et al. 1995),
abeto (Abies alba Mill.) (Fourré et al. 1997), palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) (Rival et al.
1998), begonia (Begonia aceroides Irmsch) (Bouman y De Klerk 2001), almendra (Prunus
amygdalus Batsch) (Martins et al. 2004) y papa (Solanum tuberosum L.) (Barandalla et al. 2006;
Sharma et al. 2007) al utilizar marcadores RAPD, ISSR y AFLP. Por el contrario, mayores
diferencias se sefialaron en alfalfa (Medicago sativa L.) (Piccioni et al. 1997), en flor de gorro
(Codonopsis lanceolada Wallr) (Guo et al. 2006a) y pera (Pyrus communis L.) (Palombi et al. 2007)
con el empleo de marcadores RAPD e ISSR.

Se analizaron variantes fenotipicas de pifia (Ananas comusus L. Merr.) sin espinas obtenidas in vitro
mediante el método RAPD para amplificar el ADN polimérfico, en este sentido Soneji et al. (2002)
estudiaron la fidelidad genética de regenerantes de pifia obtenidos mediante cultivo in vitro para
distinguir si procedian de fenotipos espinosos. En este caso de 59 cebadores arbitrarios utilizados,
29 produjeron bandas Unicas del fenotipo liso y 30 del fenotipo espinoso y de 914 bandas
determinadas, 55 fueron polimérficas para el fenotipo liso y 51 para el fenotipo espinoso, ademas

se encontrg variabilidad genética de los regenerantes mediante el coeficiente de similitud. También
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en pifia (Ananas comusus var. comosus L. Merrill), Feuser et al. (2003) encontraron 7,5% de
variantes somaclonales mediante el método estacionario y 5% mediante el método de inmersién
temporal.

Grupos de RFLPs (Polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccién) de origen nuclear y
citoplasmético se utilizaron para separar grupos de clones en cada coleccion lo que proporciono
informacion de utilidad para la identificacion taxon6mica y el mejoramiento genético en cafia de
azucar (Saccharum ssp.) (Cornide et al. 2000). Las bandas resultaron de gran utilidad, ya que
contribuyen a la identificacion inequivoca, con el monitoreo de los genes marcados (Cornide et al.
2002).

El andlisis con técnicas moleculares explora al azar un nimero de loci en el genoma y los compara,
pero una importante parte del genoma no es explorada. AFLP es una técnica muy eficiente pues
genera un mayor numero de bandas por combinacién de cebadores que el generado por otras vias.
La técnica de AFLP es relativamente facil de aplicar, utiliza pequefas cantidades de ADN y no
requiere un conocimiento previo de las secuencias. Los marcadores AFLP se utilizaron ampliamente
para el andlisis de la variacion somaclonal (Puente et al. 2008).

En este sentido AFLP es una técnica adecuada para estudiar la diversidad en pifia (Ananas
comusus var. comosus L. Merrill), lo que quedé demostrado en el trabajo de caracterizacion de dos
colecciones de pifia (Ananas comusus L. Merr.) (Paz et al. 2005).

Al utilizar marcadores AFLP para estudiar una coleccion de cafia de azlUcar (Saccharum ssp.
Hibrido) encontraron dos marcadores y 48 fragmentos diferenciales que permitieron la identificacion
de 11 de los 15 genotipos analizados (Rodriguez et al. 2005).

En estudios de variantes somaclonales de nephthytis (Syngonium podophylum Schott), Chen et al.
(2006), observaron pequefias diferencias genéticas y marcadas modificaciones en el fenotipo.
Resultados similares se determinaron por Prado et al. (2007) en variantes somaclones de kiwi

(Actinidia chinensis var. deliciosa A. Chev).
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2.5.5.3 Efectos del cultivo in vitro en la anatomia y procesos fisiolégicos y bioquimicos de
somaclones.

Muy pocas investigaciones se realizaron para evaluar el comportamiento anatémico y bioguimico en
plantas obtenidas mediante cultivo de tejidos, estas no se desarrollaron a profundidad y solamente
sobre algunos aspectos.

Existen investigaciones de somaclones de arroz (Oriza sativa L.) que se sometieron a diferentes
fuentes de estrés. En este sentido Price et al. (2002) sefialaron que la ganancia éptima de CO, se
logré con la apertura de los estomas, mientras se minimizé la pérdida de agua. Garcia-Sanchez et
al. (2007) evaluaron el efecto de la inundacion y sequia en posturas de citricos (Citrus sinensis
Osbeck.). Qing-Ming et al. (2008) evaluaron la respuesta de plantines de pepino (Cucumis sativus
L.) al estrés hidrico.

Gonzalez y Garcia, (1997), asi como, Suarez y Gonzalez (2004) sefalaron la utilizacién de
marcadores morfoldgicos y morfoagrondmicos para la seleccion de genotipos de arroz (Oriza sativa
L.) tolerantes a condiciones salinas. Encontraron tres radiomutantes de mejor comportamiento que
la variedad donante en cuanto a los caracteres analizados para este tipo de estrés: porcentaje de
germinacion, longitud del sistema radical y masa seca de las raices y hojas.

Barboza et al. (2006) estudiaron las caracteristicas anatdmicas de plantas micropropagadas y
encontraron que aunque la estructura basica de la hoja de la pifia (Ananas comosus var. Comosus
L. Merrill) no cambié en condiciones in vitro, se expresoé plasticidad del fenotipo durante este periodo
a través de los cambios en el nimero de estomas, asi como, en el espesor del parénquima
clorofilico y acuifero.

El efecto de la inmersion temporal sobre aspectos fisioldgicos se estudié por Gonzalez-Olmedo et
al. (2005), los que utilizaron un biorreactor para controlar los cambios fotomixotroficos a
fotoautotroficos en plantulas de pifia y demostraron que la luz es el factor que ejerce mayor

influencia en la calidad de las plantas en estas condiciones.
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Nievola et al. (2005) sefialaron que las plantas de pifia pueden realizar los ciclos metabdlicos del
acido crasulacianico y C3, en dependencia del régimen de temperatura utilizado durante el cultivo in
vitro, ya que la misma modula la actividad enzimatica y la expresion de genes mediante el acido
absicico y el acido indol acético, estos resultados ponen de manifiesto el efecto de la temperatura
en la determinacién de la via de la fijacion del carbono de las plantas de pifia desarrolladas in vitro y
la participacion del &cido absicico y acido indol acético en el ciclo del acido crasulacianico.

En estudios desarrollados en somaclones de pastos (Stenotaphrum secundatum Walt. Kuntze) al
compararlos con la variedad donante, estos tenian volimenes de agua y crecimiento mas altos que
el donante, sin diferir en la evapotranspiracién. Estos dos somaclones también mostraron la
actividad de la superoxido dismutasa mas alta después de un prolongado estrés de humedad (Lu et
al. 2009).

El sistema de defensa antioxidante consta de varias enzimas, como la superéxido dismutasa que
protege las plantas de los efectos del oxigeno reactivo, tales como los radicales superdxido (07?), el
peroxido de hidrégeno (H,0.), y los radicales hidroxilos que se produjeron en proporciones elevadas
cuando se expusieron las plantas a condiciones de estrés (Mittler, 2002).

Estos sistemas incluyen sustancias de bajo peso molecular como el acido ascorbico y enzimas que
regeneran formas reducidas y de acuerdo con Raimbault et al. (2011) estas enzimas interactan con
especies reactivas de oxigeno como es el caso de las superdxido dismutasa.

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) como el radical Oy el H,0, es un evento
comun asociado con los procesos bioquimicos normales de la planta (Slesak et al. 2007). Estas
especies pueden causar dafios oxidativos a través de acciones como la peroxidacion de lipidos con
la destruccién de las membranas, inactivacion de proteinas y mutacién del ADN (Torres et al. 2006).
Varias enzimas antioxidantes como las peroxidasas y la superéxido dismutasa participan durante el
ataque de patdgenos y son la primera linea de la defensa contra el estrés oxidativo (Shetty et al.

2007). La induccién o supresion de generacion de ERO en las hojas se relaciona con la actividad de
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enzimas antioxidantes que disminuyen niveles de H,0O, (directa u oxidacién) y de O? (por
dismutacién) (El —Khallal, 2007).

En esta revision se aprecia que la variacion somaclonal se utiliz6 en especies de propagacion
sexual y asexual, con el objetivo de lograr somaclones con resistencia a enfermedades y estrés,
mejor rendimiento, estructura de las plantas y frutos, asi como, la presencia de metabolitos
secundarios. La determinacion de la magnitud de la variacion somaclonal se realiz6 mediante
diferentes técnicas moleculares. El desarrollo de la transformacién genética de la pifia se llevd a
efecto en los dltimos afios.

Sin embargo, las investigaciones realizadas acerca del efecto del cultivo in vitro en la variacién
somaclonal en pifia fueron pocas y se limitaron al andlisis de algunos caracteres, fundamentalmente
evaluacion de la fidelidad genética en la fase in vitro; no se realizaron estudios de continuidad a lo
largo de las diferentes generaciones que comprobaran la variabilidad o estabilidad en las mismas,

sin realizarse estudios relacionados con aspectos fisiol6gicos y bioquimicos.
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ll. MATERIALES Y METODOS.

Generalidades

El trabajo experimental se dividi6 en dos fases, la primera se desarroll6 en el Laboratorio de
Mejoramiento Genético del Centro de Bioplantas, perteneciente a la Universidad de Ciego de Avila
(UNICA) y la segunda en &reas productivas de la Estacién Experimental "Dr. Juan Tomas Roig” de esta
propia institucion, situada a 21°47’ de latitud Norte y 78°17' de longitud Este. El periodo experimental
fue entre los afios 2005 y 2009, sobre un suelo Ferralitico rojo compactado eultrico, sobre caliza dura
(Hernandez et al. 1999).

El comportamiento de las variables meteoroldgicas segun datos del Centro Meteoroldgico Provincial
(Estacion 346), fue el que se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Comportamiento de las variables meteorolégicas durante el
desarrollo de lainvestigacion.

Variable/Afo 2005 2006 2007 2008 2009
Temperatura (°C)* 25,9 23,7 27,2 25,7 21,0
Pluviometria total (mm) 1275,2 1016,9 1377,9 1016,7 1000,2
Humedad relativa (%)* 81,8 89,8 66,5 89,7 75,8

* Promedios del afio.

Material vegetal

Se utilizaron 50 yemas de coronas de frutos maduros de pifia (Ananas comosus var. comosus L.
Merrill) del cultivar Espafiola roja pinarefia, considerado a fines experimentales como donante que
provenian de plantas desarrolladas en el Banco de Germoplasma del Centro de Bioplantas y se
sometieron a cultivo in vitro mediante el protocolo descrito por Daquinta y Benegas (1997). Se
lavaron los explantes con detergente comercial y se enjuagaron con suficiente agua corriente tres
veces. Posteriormente se introdujeron en agua con antioxidante (150 mg.L™ de é&cido citrico). La
desinfeccion se realizd6 dentro del flujo laminar, las coronas deshojadas se sumergieron en una
soluciéon de NaOCI 0,5% (m/v) durante 20 min, posteriormente se lavaron con agua desionizada
estéril con el mismo antioxidante. A continuacion se extrajeron las yemas de la corona en forma

de cono, de aproximadamente 0,6-0,8 cm® y se realiz6 una segunda desinfeccién con igual
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concentracion de NaOCI durante 10 min, las yemas se lavaron cuatro veces con agua desionizada
estéril durante 5 min.

3.1 Evaluacion de la variabilidad fenotipica y genética en plantas de pifia (Ananas comosus
var. comosus L. Merrill), cultivar Espafiola roja pinarefia, obtenidas mediante
organogénesis indirecta.

Se colocaron los explantes en recipientes convencionales para la micropropagacion (300 mL), 25
mL de medio de cultivo liquido y se colocaron cinco explantes/frasco. El medio de cultivo incluy6
las sales MS segin Murashige y Skoog (1962), 100 mg.L™ mio-inositol; 0,1 mg.L™ tiamina HCL; 30
g.L™" sacarosa; 4,4 umol.L™. BA y 5,3 ymol.L™ ANA. Las yemas se incubaron en una camara de
luz artificial de 25 a 30 umol-m?s™ flujo de fotones fotosintéticos, fotoperiodo de 16 horas luz/8
oscuridad y temperatura de 25+1°C.

Luego de 42 d, los brotes obtenidos se transfirieron a medio de cultivo de multiplicacién, que
contenia iguales componentes que el medio de implantacién, pero con 9,3 pmol.L™ BA y 1,6
umol.L™ ANA. Se subcultivaron cada 42 d de intervalo por un periodo de 210 d.

De las plantulas obtenidas se tomaron aleatoriamente 300 hojas jévenes de la region media de las
mismas como explantes para la formacion de callos (Daquinta et al.1996) y se colocaron tres
hojas por placa petri que contenian un medio de cultivo con las sales de MS, 100 mg.L™* mio-
inositol; 0,1 mg.L™ tiamina-HCL; 30 g.L™ sacarosa; 29 ymol.L* ANA 'y 9,7 umol.L™ KIN. Los callos
proliferaron durante cuatro meses y se subcultivaron cada 30 d en una camara de luz artificial de
25 a 30 ymol-m™?s™ flujo de fotones fotosintéticos y temperatura de 25+1°C.

Se seleccionaron 500 callos con diametro aproximado de 3 mm de forma aleatoria y se
transfirieron a un medio de regeneracion de plantas con las sales de Murashige y Skoog (1962),
100 mg.L™ mio-inositol; 0,1 mg.L™ tiamina-HCL; 30 g.L™ sacarosa; 0,9 umol.L™ &cido indol-3-
butirico (AIB); 1,1 pmol.L™ BA y 0,09 umol.L™* &cido giberélico (GAs), durante un periodo de cuatro

meses en las mismas condiciones definidas para la formacion de callos.
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Todos los medios de cultivo se ajustaron a pH 5.7 antes de ser esterilizados en autoclave a 121°C
y 1.2 kg.cm? de presién durante 15 min.

Las plantas obtenidas con cinco hojas como promedio se cultivaron ex vitro durante seis meses de
acuerdo a la metodologia propuesta por Yanes et al. (2000). Las plantulas se ubicaron en bolsas
plasticas de 83 cm® con una mezcla de zeolita y materia organica (1:1, v:v). El riego se realiz6
con microjet, el agua se aplicé por 25 s, cada 30 min en la primera etapa y posteriormente un
riego diario. Las plantas se mantuvieron en casa de aclimatizacion, donde se determiné el flujo de
densidad fotosintética a las 9am cada 15 d con el equipo CIRAS-2, el que se comporté en un
rango de 456 a 460 umol.m?.s™. Se realiz el control fitosanitario y la fertilizacion segin lo
indicado por Isidron (2002).

Después de la aclimatizacién, se transfirieron las plantas a condiciones de campo con un marco
de plantacién de 1,40 m x 0,40 m. Las actividades de preparacion del suelo, labores agricolas y la
induccién de la floraciéon con la mezcla de Flordimex (acido-2-cloroetil-fosfénico) (200 mL), urea
(30 kg) y CaCOs; (600 g) a los 12 meses de efectuada la plantacion se realizaron de acuerdo al
Instructivo Técnico para el cultivo de la pifia (MINAG, 1989). Las plantas se propagaron
asexualmente por tres generaciones y se realizaron estudios que se detallaran a continuacion.
3.1.1 Evaluacién de la primera generacion vegetativa.

Con el objetivo de evaluar la variabilidad causada por las condiciones del cultivo in vitro mediante
organogénesis indirecta sobre diferentes caracteristicas fenotipicas, tanto en las plantas como en
los frutos de estas, se compararon a los 17 meses de la plantacion en condiciones de campo 387
plantas procedentes del cultivo in vitro, al ser la cantidad de plantas que durante el periodo de
aclimatizacién alcanzaron el tamafio y la masa similar al donante no cultivado in vitro. La
comparacion de estas se realizé con igual cantidad de plantas del donante no sometidas a cultivo
in vitro.

Se establecieron dos poblaciones de plantas con los dos materiales, las plantas fueron distribuidas al

azar en cada lote. En esta generacion se seleccionaron plantas con caracteristicas fenotipicas
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diferentes al cultivar donante en la poblacion de plantas procedentes del cultivo in vitro. Las

evaluaciones realizadas a las plantas (Tabla 3) y a los frutos (Tabla 4) se detallan en cada una de

ellas.

Tabla 3. Descripcién de las variables evaluadas en las plantas de pifia (Ananas comosus var.

comosus L. Merrill).

Variables UM Momento de la evaluacion Descripcién

Altura de la planta cm Antes de la induccién floral Con regla graduada de 1m. Segun
IBPGR 4.1.3

*Diametro del pedinculo cm En la cosecha Con pie de rey de forma horizontal,
en la zona media del mismo.

*Brotes basales/planta U Dos meses después de cosecha Conteo visual

*Brotes claveles/planta U Dos meses después de cosecha Conteo visual

*Brotes criollos/planta U Dos meses después de cosecha Conteo visual

(Desarrollo inicial)

*Estructura de la planta escala Antes de la induccion floral Abierta. Ligeramente abierta.
Compacta. Compacta a ligeramente
abierta.

Color de las hojas escala Antes de la induccién floral Segun escala del
IBPGR 4.1.8

Presencia de espinas enlas escala Antes de la induccion floral. Segun escala del

hojas IBPGR 4.1.16

*No recogido por IBPGR (1991).

Tabla 4. Descripcion de las variables evaluadas en el fruto al momento de la cosecha de
la pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill).

Variables UM Descripcién

Altura del fruto cm Con pie de rey, la distancia entre los extremos. IBPGR
4.3.5

Diametro del fruto cm Se midié el didmetro medio con pie de rey. IBPGR
4.3.6

Masa del fruto con corona kg Con balanza técnica el dia de la cosecha. IBPGR 4.3.5

*NUmero de ojos en el fruto U
*Brotes de corona por fruto U
Coronas por fruto U
Forma de los ojos del fruto escala
*Presencia de espinas enla  escala
corona del fruto

Forma del fruto escala

Color del fruto escala

Vitamina C mg/100 mL de
jugo.

Acidez total %

Conteo visual del nimero de ojos.

Conteo visual de brotes de corona en 1ra generacion.
Conteo visual de coronas en 2da y 3era generacion.
Segun IBPGR 4.3.20

Sin espinas, espinas solo en los extremos, espinas en
ambos bordes.

Segun IBPGR 4.3.3

Segun IBPGR 4.3.12

En 10 frutos segin Norma Cubana 77-22-16 (1982)

En 10 frutos segin Norma Cubana 77-22-7 (1982)

* No recogido por IBPGR (1991).
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3.1.2 Evaluacion de la segunda generacion vegetativa.

Al disponer de solo 10 brotes basales procedentes de cada variante fenotipica (denominadas
P3R5 y Enana) para ser comparadas con plantas del cultivar donante (nhunca cultivada in vitro) y
todas ellas con plantas del cultivar Espafiola roja pinarefia, provenientes del cultivo in vitro (segun
metodologia descrita en acipite 3.1) se establecid6 un disefio experimental completamente
aleatorizado, donde los cuatro grupos de materiales (10 plantas por grupo) se distribuyeron al azar
y se identificd cada individuo acorde al grupo. Cada brote basal presentaba una masa media

aproximada de 400 g, plantandose estos con un marco de 1,40 m x 0,40 m para su comparacion.

Las plantas y frutos se evaluaron al culminar el ciclo plantacion-cosecha (cuando el 90% de los
frutos alcanzaron la madurez técnica). Las evaluaciones realizadas fueron las mismas y ya

sefaladas en la Tabla 3 (en las plantas) y Tabla 4 (en los frutos).

3.1.3 Evaluacion de latercera generacion vegetativa.

Con el objetivo de evaluar la estabilidad en los individuos obtenidos se realiz6 el tercer ciclo de
reproduccion asexual, mediante brotes surgidos en la anterior generacion. Para ello se comparo el
cultivar donante (Espafiola roja pinarefia, nunca cultivada in vitro) con las variantes fenotipicas.
Las evaluaciones realizadas fueron las sefialadas en la Tabla 3 (en las plantas) y Tabla 4 (en los

frutos).

En esta generacion se determiné el ciclo desde plantacion hasta cosecha (en meses), cuando el

90% de los frutos presentaron la maduracion técnica (MINAG, 1989).

El experimento se desarrollé en la Estacion Experimental “Dr. Juan Tomas Roig” del Centro de
Bioplantas. El disefio que se utilizé fue un bloque al azar con cuatro réplicas (80 plantas/variante,
por la existencia de mayor cantidad de material en las variantes fenotipicas) a partir de brotes

basales de aproximadamente 400 g, desarrollados en la segunda generacion vegetativa, con
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marco de plantacion de 1,40 m x 0,40 m. Las actividades fitotécnicas se realizaron segun el
Instructivo Técnico del Cultivo de la Pifia (MINAG, 1989); en esta etapa se realizaron analisis

moleculares mediante AFLP, de acuerdo a la metodologia que se presenta:

Material vegetal: Para la caracterizacion mediante AFLP se colectaron 10 hojas “D” del cultivar
donante (Espafiola roja pinarefia) y de las dos variantes fenotipicas obtenidas (P3R5 y Enana).

Las muestras se almacenaron a -20°C hasta el aislamiento del ADN.

Aislamiento de ADN: Se realizé segun lo descrito por Paz et al. (2005), donde se maceraron 250
mg de tejido fresco en nitrégeno liquido. Posteriormente se afadieron 650 puL de tampén de
extraccion: Tris-Cl (50 mmol.L™, pH 7,5), acido etilendiaminotetracético (20 mmol.L™"), NaCl (0,3
mmol.L™"), sarcosil (2% m/v), dodecil sulfato de sodio (0,5% m/v) y urea 4,8 mol.L?) vy
seguidamente se afiadi6 650 pL de fenolcloroformo- alcohol isoamilico (25:24:1, viviv). Se
centrifugd durante 15 min a 12 000 rpm, a temperatura ambiente para separar las fases. El

sobrenadante se coloco en un tubo y se descart6 el pellet.

Se afadieron 0,8 volimenes de isopropanol, se agitaron los tubos y se incubaron por 10 min a
temperatura ambiente. Luego se colocaron en la centrifuga por 10 min a 12 000 rpm, se descartd
el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol 70%. El ADN se seco al vacio y se disolvié en 50 pL

de agua destilada con 10 ug m L™ de Rnasa A (SIGMA).

La calidad del ADN (integridad y pureza) se cheque6 por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
tefiido con bromuro de etidio. La concentracion se estimo visualmente por comparacién con una
serie de estandares de concentraciones (de 100-1000 ng.uL™). Todas las muestras se llevaron a
una concentracion de 500 ng.pL™.

Desarrollo de AFLP: La técnica de AFLP se realiz6 segun las descripciones de Vost et al. (1995).
La digestion del ADN gendmico, preamplificacion con una base selectiva y la amplificacion

selectiva se realizaron de la siguiente forma:
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Para la digestién del ADN gendmico se prepar6 una mezcla (50 pL) que contenia 500 ng de ADN
genémico (1 pL), Eco RI (0,2 U.uL™), Mse | (0,2U. pL™), tampén RL (1X) [Tris-HAc (pH 7.5) (10
mmol.L™"), MgAc (10 mmol.L™), KAc (50 mmol.L™), y ditio-treitol (5 mmol.L™)]. Se incub6 durante

4h a 37°C.

Para el ligamiento de adaptadores, a la mezcla de ADN digerido se le afiadieron 10 pyL de
solucion de ligado: adaptador Eco RI (0,5 pmol.uL™), adaptador Mse | (5 pmol.puL™): Adaptador
Eco RI 5-CTCGTAGACTGCGTACC-3, 3-CATCTGACGCATGGTTAA-5; Adaptador Mse | 5'-

GACGATGAGTCCTGAG-3’, 3-TACTCAGGACTCAT-5'.

Se realiz6 la preamplificacion con una base selectiva para lo que se tomaron 2 pL de la mezcla de
ligado y se diluyeron en 38 pL de agua (dilucién 1:20). Esta solucion fue el sustrato de las
reacciones de amplificacion. Para ello se utilizaron cebadores que poseen una region
complementaria a la region arbitraria del adaptador y otra al sitio de corte reconocido por la
enzima, mas un nucleétido arbitrario. Para la realizacién de este paso se prepararon dos mezclas
por separado: la mezcla uno (25 L) contuvo los cebadores Eco RI (3 ng.uL™) y Mse | (3 ng.uL ™) y
el pool de desoxirribonucleétidos (0,8 mmol.L™). La mezcla dos (20 pL) contenia Taq polimerasa
(0,05U.uL™), y el tampén de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) (1X). La mezcla final de
PCR se prepar6 de la manera siguiente: 25uL de la mezcla uno, mas 20 pL de la mezcla dos y 5
puL de ADN diluido (1:20) de la ligacién. La desnaturalizacion inicial fue seguida 20 ciclos de la
siguiente forma: 94°C (30 s), 56°C (60 s) y 72°C (60 s). Al final se realiz6 una dilucién de 1:20. Los
cebadores utilizados para la preamplificacion fueron EcoRI+A (5-AGACTGCGTACCAATTC/A-3)
y Mse I+A (5'-GACGATGAGTCCTGAGTAA/A-3)).

La amplificacién selectiva se realizd de la siguiente forma. El cebador Eco RI se habia marcado
radiactivamente con anterioridad. Para ello se preparoé la siguiente mezcla (10pL): cebador Eco RI

(12,5 ng.uL™), enzima T4 Kinasa (0,5 U.uL™), tampén de la kinasa (1X), mas y 32P-ATP (0,33

LCi).
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Luego de incubar 1h a 37°C, la enzima se inactivd por calor (65°C por 10 min), para la
amplificacién se prepararon dos mezclas. Una primera mezcla (5 pL) con los cebadores Eco Rl
marcado (0.5 pL de la mezcla anterior) y Mse | (6 ng.uL™) y el pool de desoxirribonucleétidos (0,8
mmol.L™"); la segunda mezcla (10 pL) contenia la Taq polimerasa (0,1 U.uL™) y el tampén de PCR
(2X); para realizar el PCR se mezclaron 5 yL del ADN preamplificado diluido 1:20, 5 pL de la
mezcla uno y 10 uL de la mezcla dos, por ultimo se llevo a cabo la reaccién de PCR mediante el
siguiente programa: un ciclo a 94°C (30 s), 65°C (30 s) y 72°C (60 s), disminucion de la
temperatura de alineamiento desde 65°C hasta 56°C durante 13 ciclos (0,7°C como promedio por

ciclo) y 23 ciclos a 94°C (30s), 56°C (30 s) y 72°C (60 s).

En este paso se utilizaron tres combinaciones de cebadores para esta amplificacion. Ellas fueron
EcoRI+ AAT con Msel+ AAG, AGT o ACC. Estas combinaciones resultaron las mas polimorficas
en un ensayo preliminar con otras electroforesis. Después de la PCR se afiadié tampdn de carga
(4cido etilendiaminotetracético (10 mmol.L™?, formamida (98%), bromofenol azul (0,06%) y xileno
cianol (0,06%) y se prepar6 un gel de poliacrilamida 6% (19:1 acrilamida: bisacrilamida), urea (7,5
mol.L™), tampoén TBE (1 X), se desnaturalizaron las muestras a 95°C por 5 min y se colocaron en

hielo rapidamente para evitar la renaturalizacion.

Se cargaron en el gel al 5% de poliacrilamida y se realiz6 una corrida (pre-electroforesis) por 20-
30 min hasta que la intensidad bajé a 35 mA. Se cargaron las muestras y se corrié por alrededor

de 3h, luego se seco el gel y se expuso a un filme de rayos X (Kodak).

Los autorradiogramas se analizaron visualmente y se construy6 una matriz dicotdmica donde uno,
representa la presencia de la banda y cero, su ausencia. La matriz dicotomica se import6 al
programa NTSYS-pc (Rohlf, 2000) para proceder al andlisis; primeramente se construyé una
matriz de similitud genética con el empleo del indice de Simple Matching: S= (a+d)/ (a+b+c+d)),
donde: a= numero total de bandas que estan presentes tanto en el genotipo Acomoenel B, b=

namero total de bandas que estan presentes en el genotipo A pero no en el B, c= numero total de
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bandas que no estan presentes en el genotipo A, pero si en el B y d= nimero total de bandas que

no estan presentes ni en el genotipo A ni en el B. Este indice varia de 0-1.

A partir de esta matriz se construy6 otra de distancia segun la férmula Distancia= 1-similitud. Un
valor de distancia cercano a cero indica gran similitud entre los genotipos y cercanos a uno, gran
diferencia genética entre ellos. A partir de la matriz de distancia se construyé un dendograma
mediante el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) con la
utilizacion del coeficiente DICE.

La fiabilidad de los grupos obtenidos en el dendograma se evalu6 mediante un analisis de
remuestreo bootstrap con la utilizacion de 2000 réplicas en el programa TREECON 1,3b (Van de
Peer y De Wachter, 1994).

3.2 Caracterizacion anato-morfoldgica, fisiolégica y bioquimica de los genotipos en estudio.
De la totalidad de plantas desarrolladas en la tercera generacion vegetativa se transfirieron 80
plantas de cada genotipo hacia el Banco de Germoplama de Pifia del Centro de Bioplantas, en un
disefio de bloques al azar con cuatro réplicas. A los seis meses se le realizé la caracterizacion
anato-morfolégica, fisioldgica y bioquimica a los somaclones y al cultivar donante Espafiola roja
pinarefia, nunca cultivada in vitro.

3.2.1 Caracterizacién anato-morfolégica.

Conteo de cromosomas: Con el propésito de comprobar la estabilidad cromosdmica de los
somaclones obtenidos, se tomaron raices que se pusieron en una solucién saturada de 8-
hidroxiquinolina, que contenia una gota de DMSO en 25 mL y saturada con aesculina. Para la
fijacion se utilizé la solucion Farmer (etanol:acético, 3:1) durante 24 h. La hidrdlisis se realiz6 con
HCI 1IN a 60°C durante 10 min, después de permanecer 2h en el reactivo de Feulgen fueron
mantenidas en enzima pectinasa a 0,84% durante 3h y tratados con acido acético al 45% por 15
min (Sharma y Sharma, 1991). Se tomaron los apices de cinco raices jovenes (1 mm de anchoy 1

mm de largo) de 10 plantas, se colocaron en portaobjetos y se realiz6 el aplastado. Para la tincion
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se utilizé aceto-orceina al 4%. La observacion microscopica para el conteo del niumero de
cromosomas se realiz6 con aumento de 1000X, 1250X y 1600X en un microscopio OPTON
modelo Axioscop.

Anatémica: Se seleccioné la hoja “D” de 10 plantas del cultivar donante Espafiola roja pinarefia,
P3R5 y Enana. Estas fueron procesadas en el Laboratorio de Botanica de la Universidad de Ciego
de Avila, se tomé la parte central de las hojas y se seccionaron en porciones de 1 cm? se
sometieron a los procesos histolégicos de microtecnia convencionales segun Johansen, (1940).
La fijacion de las muestras se realizé en una solucién FAA (formaldehido-acetol-alcohol etilico) por
un periodo de 48 h, posteriormente se lavaron en agua corriente durante igual periodo de tiempo
para eliminar el exceso de fijador, a continuacion se deshidrataron en series crecientes de alcohol
etilico (30, 50, 70, 80 y 90%) y tres pases en alcohol etilico absoluto, durante 2h cada pase.
Después del proceso de deshidratacion las muestras se aclararon en alcohol-benzol (50% v/v),
luego se continué la deshidratacién en tres pases de benzol durante 1h y finalmente se
sumergieron en una serie de tres pases de parafina con un periodo de imbibicion de 1h por pase.
Seguidamente se incluyeron en bloques de parafina a los que se le realizaron cortes seriados con
un espesor de 15 um, en un micréotomo manual de deslizamiento vertical.

Los cortes se colocaron en una solucién con tincién doble de safranina y hematoxilina segun
Kiernan (1999) y se montaron en una gota de jalea de glicerina; para la observacion de las
muestras mediante un microscopio Carl Zeiss, al cual se le acoplé una camara digital Canon
Power Shot A620. Las micro fotografias se midieron con el programa Mechanical desktop 6 power
pack con un patron de escala micrométrica de forma computarizada, caracter 40x de objetivo y 4x
de zoom.

Se determind la longitud de los estomas y su nimero por mm?, asi como, el diametro de los haces
vasculares, tamafio del parénquima acuifero y parénquima clorofilico de las hojas de las 10

plantas, se realizaron seis mediciones por hoja para un total de 60 mediciones por genotipo.
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3.2.2 Caracterizacion fisiolégica.

Se determind la tasa fotosintética, tasa de transpiracion, concentracion intercelular de CO, y
eficiencia en el uso del agua mediante un analizador infrarrojo de gases portatii CIRAS-2
Photosyntesis Systems, (Europe,PP Systems, UK); se cubri6é con la hoja “D” de la planta el area
entera de la cubeta (PLC6, 2,5 cm?). La concentracién de CO, y la humedad relativa del aire que
entré en la cubeta fue de 375 ymol.mol™" y 80% repectivamente, con una temperatura ambiente
de 25-27°C. Antes de obtener los datos experimentales, se midid la maxima intensidad de la luz a
la cual la fotosintesis fue estable, lo que se alcanzé a 600 umol.m™2s™. Se realizaron seis
mediciones en 10 plantas de cada genotipo.

A partir de los valores de la fotosintesis neta y la transpiracion total, se calcul6 la eficiencia del uso
del agua como la relacion entre la fotosintesis neta y la transpiracion total (Cernusak et al. 2007).
Para determinar los niveles de pigmentos clorofilicos (a, b y total) las hojas se molieron finamente
en nitrogeno liquido y las evaluaciones se hicieron segun Porra (2002). La extraccion se realizé
con 5,0 mL de acetona (80%, v:v). Las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm, 4°C durante 15
min. El sobrenadante se colecté y se determind la absorbancia en espectofotémetro UV visible
Pharmacia LKB-Ultroespec Il a 647 nm y 664 nm. Se realizaron seis mediciones en 10 plantas de
cada genotipo.

3.2.3 Caracterizacién bioquimica.

Para conocer los efectos bioquimicos secundarios de la variacibn somaclonal en plantas de
ambos somaclones y la variedad donante (nunca cultivada in vitro) se determinaron algunos
indicadores que estan asociados a un amplio espectro de rutas metabdlicas importantes, como la
respuesta a la fotosintesis. Se evaluaron los contenidos de malondialdehido, otros aldehidos
(propanal, butanal, hexanal, heptanal y propanal-dimetilacetal), fenoles libres, fenoles ligados a la
pared celular, fenoles totales y el contenido de proteinas en la hoja “D” de tres plantas por genotipo.
Las muestras se almacenaron en nitrdgeno liquido hasta el andlisis. Cada determinacion bioquimica

parti6 de tres muestras independientes que se agruparon (100 mg cada una). Estas fueron
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finamente maceradas (0,1 g) en nitrégeno liquido, se mezclaron con 1,4 mL de agua destilada y
se agitaron ligeramente.

Se determiné el nivel de malondialdehido y otros aldehidos segun Heath y Packer (1968), en este
caso se adicionaron 1,5 mL de &cido tiobarbittrico 0,5% (v/v; en &cido tricloroacético 20% v/v) y
las muestras se cultivaron en un bafio termostatado a 100°C durante 25 min. Luego de enfriarlas
en hielo, se centrifugaron a 756 rpm por 10 min. Se midi6 la absorbancia del sobrenadante en un
espectofotometro UV visible Pharmacia LKB-Ultroespec Ill (Asss hm, Asz> nm). La absorbancia no
especifica del producto de la reaccion se midié a 600 nm y se sustrajo de la absorbancia maxima
a 532 nm para las mediciones del malondialdehido y a 455 nm para otros aldehidos. Los
resultados se expresaron en g de masa fresca. Los fenoles (unidos a la pared celular, libres y
totales) se determinaron segun Gurr et al. (1992); las muestras de hojas de 0,1 g se maceraron en
nitrégeno liquido y luego se adicion6 0,5 mL de metanol, las muestras se agitaron en un vortex y
se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min. El precipitado se sometié a dos ciclos de extraccion
con metanol, con 250 mL cada uno hasta completar 1 mL de extracto, el sobrenadante se colecté
y se consideré como la reacciéon para los fenoles solubles. El precipitado se incubé con 0,25 mL
de NaOH (2 mol L™) durante 16 h a 70°C, se adicion6 0,25 mL de HCI (2 mol.L™") después de la
incubacion. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min. El precipitado se descart6
y el sobrenadante se consideré como el reservorio de los fenoles ligados a las paredes celulares.
Con el objetivo de cuantificar los niveles de fenoles solubles y ligados a las paredes celulares, 20
ML del sobrenadante se mezclaron con 980 pL de agua destilada. Se adicionaron 100 uL del
reactivo fendlico de Folin-Ciocalteau y las muestras se incubaron durante 5 min. Se adicion6
NaHCO; (600 pL, saturado con NaOH 0.1 mol.L™") y transcurridos 60 min, se determind la
absorbancia a 725 nm con espectofotometro UV visible Pharmacia LKB-Ultroespec Il1.

El nivel de fenoles se expres6 en mg de fenoles/g de masa fresca de la hoja, referido a una curva

patrén de acido clorogénico (¢=0,0044 1/ug-mL-cm).
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Para las proteinas totales se siguio a Bradford (1976), las hojas (0,1 g) se maceraron en nitrégeno
liquido, la extraccién se realizé con solucién amortiguadora tris-HCI (0,01 mol.L™?, pH 7,0), el extracto
de hojas (0,1 mL) se mezclé con 1,0 mL de reactivo de Bradford, se evalué la absorbancia a 595 nm.
El contenido de proteinas se expresé en pg.mg™ de masa fresca de la hoja “D”, referido a una curva
patron de albumina de suero bovino.

Se determind la actividad de diferentes enzimas vinculadas a procesos metabdlicos; en el caso de la
enzima fenilalanina amonio liasa, por su influencia en la fenilalanina que puede dar lugar a
fitoalexinas y lignina que le proporcionan a las plantas resistencia y sostén; la superdxido dismutasa,
por su papel sobre las clorofilas y las membranas de los cloroplastos; la enzima fosfoenol piruvato
carboxilasa, por su participacion directa en la fijacion nocturna del CO, en la pifia, planta con
metabolismo del &cido crasulacianico.

Se determind la actividad enzimética y la actividad especifica de la fenilalanina amonio liasa
segun Jorrin y Dixon (1990). Para la extraccion se emple6 0,25 g de hojas maceradas con
polivinil-poli-pirrolidona (0,25 g) en nitrégeno liquido, posteriormente se adicionaron 2,0 mL del
tampoén de extraccion Tris HCI (0,1 mol.L™) pH 7,5, que contenia para-metil-sulféxido (1,0 mmol.L’
1Y y B mercapto etanol (15 mmol.L™), en una relaciéon 1:4 m/v. La mezcla de la reaccion contenia
0,2 mL de extracto crudo, 0,8 mL de L-fenilalanina (7,5 mmol.L™) en tampén Tris-HCL 0,1 mol.L™,
pH 8,5. Las muestras se incubaron a 4°C durante 2h, posteriormente se determiné la actividad
mediante la lectura de la absorbancia a 290 nm. A partir de una curva de calibrado obtenida con
diferentes concentraciones de &cido trans-cinamico en el tampdn de ensayo, se obtuvo el coeficiente
para el célculo de la actividad (€=3364,1 1/mol-L-cm). El tiempo de reaccion fue de 5 min. La
actividad especifica se expresé en U/g de proteina donde una unidad corresponde a 1 ymol de
sustrato transformado por minuto.

La superoxido dismutasa se realiz6 de acuerdo con McCord y Fridovich (1969), para la extraccion se
emple6 el mismo procedimiento descrito para la fenilalanina amonio liasa; la suspension se

homogeneiz6 y posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min. La mezcla de reaccion
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para determinar la actividad enzimatica superdxido dismutasa contenia 20 pL del extracto enzimatico,
1 mL de tamp6n K;PO,-KOH 50 mmol.L™, pH 7,6; 0,1 mmol.L™ &cido etilén-diamino-tetracético, 0,01
mmol.L™ citocromo C, 0,05 mmol/L xantina, 0,03 unidades xantina oxidasa (EC 1.2.3.22) (SIGMA). La
mezcla xantina-xantina oxidasa se utiliz6 como fuente de radicales superoxido y para la cuantificacion
de los mismos se siguié el método del citocromo C (550 nm) (¢340=21.1 1/mmol-L-cm). El tiempo de
reaccion fue de 5 min, la lectura de la absorbancia se realiz6 a 550 nm. La actividad especifica se
expres6 en U.mg* de proteina donde una unidad corresponde a un pmol de superdxido
transformado por minuto.

La actividad enzimatica y especifica de la fosfoenol piruvato carboxilasa se realizd segun Siegel y
Stitt (1990) y Van Quy et al. (1991). La reaccién catalizada por la fosfoenol piruvato carboxilasa se
acoplé con la reaccién de la malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) (SIGMA), se ensay6 a 25°C y se
registro la utilizacién de nicotinamida-adenin-dinucleétido a 340 nm (€340=6,2 mmol™*L.cm™) en un
espectrofotometro (Pharmacia, LKB). La solucion de ensayo presentd un volumen total de 1,0 mL,
dividido en: 718 pL (50 mmol.L™) de Hepes-KOH, pH 7,6; 10 pL (1,0 mol.L") de NaHCO3, 10 pL (20
mmol.L™") de nicotinamida-adenin-dinucleétido, 10 pL (1,0 mol.L™) de MgCl,, 1,0 pL (1,0 mol.L™) de
ditio-treitol, 1,0 pL (1,0 mol.L™) de A&cido-etilén-diamino-tetracético, 5,0 unidades de malato
deshidrogenasa y 20 pL (1,0 mmol.L™) de glucosa-6P y 25 pL del extracto vegetal. Las reacciones se
iniciaron con 5,0 pL de fosfoenol piruvato (1,0 mol.L™).

El tiempo de reaccion para la enzima fue de 3 min y la actividad enzimatica se expres6 en U/mg
de masa fresca y la actividad especifica se expresé en U/mg de proteinas donde una unidad
corresponde a un pu mol de fosfoenol piruvato carboxilasa por minuto.

3.2.4 - Resumen de la caracterizacion genotipica y fenotipica de los somaclones.

Para el célculo del coeficiente general de variacion se realiz6 un uso no convencional del coeficiente
de variacion, aunque se empleo la misma formula reconocida [CV = (Desviacion tipica/Media)* 100];

se calcul6 a partir de las tres medias obtenidas en cada caracter de los genotipos en estudio, este
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coeficiente sera mayor a medida que las diferencias evaluadas entre los genotipos es también mayor;
se establecieron clases: menor que 23%, entre 23 y 46%; mayores que 46%, para definir menor,
intermedio y mayor efecto.

Se calculo6 la Distancia Euclideana de cada variante somaclonal al cultivar donante. Antes de calcular
las distancias Euclideanas los datos se estandarizaron de forma tal que variaran entre cero y uno, de
acuerdo con Kantardzic (2003).

Las formulas utilizadas para la determinacion de las distancias, al considerar el genotipo segun la
expresion del analisis AFLP y del fenotipo segun la expresion de todos los caracteres cuantitativos,

fueron las que aparecen en la figura 1.

Banda 127
f : . 2
_Dlstanua Euclideana de cada Valor de la banda Valor de la
variante somaclonal con respecto al  mm L vari |
donante Espafiola Roja Pinarefia - enelvariante == pandaen e
- somaclonal donante
(Genotipo)
Banda 1

Segun el andlisis por AFLP, cuando la banda
estaba presente, el valor era igual a uno. Cuando
la banda estaba ausente, el valor era igual a cero.

Caracter 37

Distancia Euclideana de cada

ant lonal t0al Valor del caracter Valor del
— ) .
v:;nan ets?zmac?nla F(;,op r;spec? a = en el variante =mcaracter en el
onante Espafiola Roja Pinarefia somaclonal donante

(Fenotipo)

Caracter 1

Se incluyeron en el célculo todos los caracteres
fenotipicos que se evaluaron cuantitativamente
(total: 37 caracteres).

Figura 1. Formulas empleadas para determinar las distancias Euclideanas de cada
somaclén con respecto al donante Espafiola roja pinarefia, en cuanto al genotipo y al
fenotipo.

+ Procesamiento estadistico de los datos.
En el procesamiento estadistico de los datos se utilizé el utilitario Statistical Package for Social
Sciences (SPSS), version 8.0 para Windows (Copyright SPSS Inc., 1998-2002). Se comprobé el
ajuste a la distribucion normal de los datos de cada tratamiento (Kolmogorov-Smirnov) y la

homogeneidad de las varianzas (Levene). Se desarroll6 la prueba t Student para el andlisis de la
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primera generacion vegetativa (Epigrafe 3.1.1) y ANOVA de un factor y Prueba HSD de Tukey en
los siguientes analisis (Epigrafe 3.1.2), (Epigrafe 3.1.3, en cuanto a caracteristicas agro-
morfoldgicas de las plantas y frutos), (Epigrafe 3.2.1, caracteristicas anatémicas), (Epigrafes 3.2.2
y 3.2.3) .La probabilidad maxima de cometer error de tipo | fue 0.05.

Para el andlisis estadistico de la acidez total los datos se transformaron segun y'= 2 arcosen
(y/100)°°.,

En la figura 2 se muestra la metodologia para la determinacién de la variabilidad y la caracterizacion

de los somaclones de pifia obtenidos mediante organogénesis indirecta.
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Obtencion de brotes: Yemas del cultivar Espafiola roja pinarefia: Medio MS
(1962), 100 mg.L? mio-inositol, 0,1 mg.L™ tiaminaHCI, 30 g.L™" sacarosa, 4,4
umol.L"BA v 5.3 umol.L*ANA (Periodo de 42 d).

-

Multiplicacién de brotes: Igual medio al anterior con variacién en 9,3 pmol.L™BA
y 1,6 ymol.L™* ANA (Cuatro subcultivos cada 42 d).

-

Formacién y proliferacién de callos: Seleccion aleatoria de hojas de los brotes,
colocadas en MS (1962), 100 mg.L™ mio-inositol, 0,1 mg.L™ tiaminaHCI, 30 g.L™
sacarosa, 29 pmol.L™ ANA, 9,7 pmol.L™ KIN (Subcultivos cada 30 d durante
cuatro meses).

-

Seleccion aleatoria de callos y paso a medio de regeneracién: Medio MS
(1962), 100 mg.L™ mio-inositol, 0,1 mg.L™* tiaminaHCI, 30 g.L™" sacarosa, 0,9
pumol.L™ AIB, 1,1 pymol.L™*BA, 0,09 ymol.L* GA; (Periodo de cuatro meses en
condiciones de luz).

-

Aclimatizacién: Plantas regeneradas a casa de aclimatizacion (seis meses).

n

1ra generacién vegetativa (17 meses) Evaluacién morfoagronémica.
Seleccion de variantes fenotipicas en el grupo de plantas provenientes del cultivo
in vitro

.

2da generacion vegetativa (17 meses) Evaluacion morfoagronémica.

-

3ra generacién vegetativa (17 meses) Evaluacion morfoagronémica vy
caracterizacion molecular mediante AFLP.

-

Banco de germoplasma: 4ta Generacion vegetativa (Evaluaciones a los seis
meses) Caracterizacion anato-morfoldgica, fisioldgica y bioquimica.

Figura 2 . Metodologia utilizada para la determinacién de la variabilidad mediante
organogénesis indirecta en pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill),

cultivar Espafiola roja pinarefia en la presente investigacion.

MATERIALES Y METODOS
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Evaluacién de la variabilidad fenotipica y genética en plantas de pifia (Ananas comosus
var. comosus L. Merrill), cultivar Espafiola roja pinarefia, obtenidas mediante organogénesis
indirecta.

4.1.1 Evaluacion de la primera generacion vegetativa.

Las caracteristicas fenotipicas cuantitativas en la primera generacion, al evaluar las dos poblaciones
(donante nunca cultivada in vitro y plantas obtenidas mediante cultivo in vitro), no mostraron
diferencias significativas en varias de las caracteristicas evaluadas (el promedio de las dos
poblaciones se sefiala entre paréntesis): diametro del pedinculo (2,59 cm), nimero de brotes
claveles (cero), numero de brotes criollos (uno), nimero de ojos (80), altura del fruto (15,0 cm),
diametro del fruto (16,0 cm), contenido de vitamina C (18 mg/100 mL de jugo) y acidez total (0,319%).

Tabla 5. Caracteristicas fenotipicas cuantitativas de la pifia (Ananas comosus var. comosus
L. Merrill) en la primera generacion vegetativa.

Caracter valorado. Espafiola roja Espafiola roja pinarefa
pinarefa (in vitro)**
(Donante)*
Mediat ES Mediat ES
Altura de la planta (cm). 67,90+ 0,08 b 69,90+ 0,20 a
Numero de brotes basales. 499+ 0,42 a 401+ 041b
Masa del fruto con corona (kg). 1,57+ 0,08b 1,60+ 0,10 a
Numero de brotes de corona por fruto. 0,99+ 0,08b 3,00+ 0,08 a

Prueba t de Student. Medias con letras desiguales difieren para p<0,05. *(387 individuos que
nunca se habian cultivado in vitro),**(387 individuos que fueron obtenidos mediante cultivo in vitro)

La poblacion de plantas obtenidas mediante cultivo in vitro mostré diferencias estadisticas y con
medias mayores respecto al donante (nhunca cultivada in vitro), en cuanto a la altura de las
plantas, masa del fruto con corona y el nimero de brotes de corona por fruto, mientras que en las
macropropagadas solamente fueron superiores en cuanto al nimero de brotes basales (Tabla 5).

La media de la masa del fruto con corona fue de 1,57 kg para las plantas que no fueron cultivadas
in vitro y de 1,60 kg para las cultivadas in vitro, ambos constituyen rendimientos por planta
adecuados para este cultivar, dado que estos valores estan en el rango de 1,5 a 2,0 kg sefialado

por Py et al. (1987). Resulta de interés el incremento sefialado en las plantas de la poblacion in
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vitro, tanto en la altura de las plantas como en la masa del fruto con corona, pues estos
indicadores influyen en el rendimiento del cultivo y en particular el segundo indicador lo determina.
En cuanto al numero de brotes de corona por fruto fue superior en las plantas cultivadas in vitro, lo
que constituye la manifestacion de caracteristicas de juvenilidad producidas por estas
condiciones. Sobre este aspecto se ha encontrado que los reguladores del crecimiento,
principalmente aquellos con naturaleza auxinica, pueden promover la metilacion del ADN, lo que
causa variacion, que puede ser resultado de un cambio en la expresién de los genes, reversible y
no heredable (Pierik, 1997; Kaeppler et al. 2000; Jain, 2001; Rakoczy-Trojanowska, 2002; Kubis et

al. 2003; Sahijram et al. 2003; Smulders, 2005).

Mujib, (2004) sefialé que estos son cambios morfol6gicos temporales promovidos, como se dijo
anteriormente por reguladores del crecimiento y no como causa de variacion somaclonal. No
obstante, el comportamiento de la variacién epigenética y su transmisién heredable se ha valorado
por Vaughn et al. (2007) quienes sefalaron que se producen variaciones en enzimas que median
en las modificaciones del ADN o de proteinas asociadas que controlan la transcripcion de los
genes y Hauser et al. (2011) al evaluar la herencia epigenética transgeneracional sefialaron que si
se mantenian las condiciones ambientales adversas permanecen las manifestaciones fisiolégicas
inducidas por estas condiciones. El comportamiento de los brotes de corona en esta investigacion

se debié a cambios morfoldgicos temporales.

Sin embargo, se confirmé la obtencién de verdaderos cambios heredables por Ling et al. (2002), a
partir de somaclones estériles de arroz (Oriza saliva L.), que se convirtieron en fértiles al ser
cultivados en suspensiones celulares que contenian ANA y kinetina, también Rakoczy -
Trojanowska (2002) indico que altas dosis de 2,4-D y Dicamba, permitieron la seleccién de varios

somaclones de cebada (Hordeum vulgare L.).

49



RESULTADOS Y DISCUSION

Salisbury y Ross (1992) sefialaron el papel de las auxinas y citoquininas, las cuales promueven
el crecimiento, pero de esta misma forma pueden producir cambios en productos génicos, como
las proteinas, lo que esta en correspondencia con los resultados de la presente investigacion en
pifia, ya que se utilizaron para el proceso de obtencién de las plantas en condiciones in vitro; ANA
en las fases de brotacion de yemas y multiplicacién de los brotes, KIN y ANA en la formacion y

proliferacion de los callos, asi como, el AIB, BA y GA; en la regeneracion de las plantas.

La variacién observada, puede pre-existir en las poblaciones naturales de plantas en colecciones
de campo, en bancos de germoplasma o desarrollarse de novo como resultado de las condiciones
de cultivo in vitro (Castillo et al. 2010). Acorde con esta consideracion, otros factores pueden
haber incidido en las variaciones encontradas, como es el material de partida, el tipo de explante,
vinculado al proceso de callogénesis y el desarrollo de las divisiones mitéticas sucesivas, que
implican ciclos celulares donde en la fase S (sintesis), es replicada la informacion genética del
nacleo (Chiriqui, 2008), lo que ocurre en gran medida en tejidos desorganizados mediante

organogénesis indirecta.

Es importante significar que se observé una disminucion en cuanto al nimero de brotes basales
en las plantas producidas mediante cultivo in vitro, lo que constituye un elemento negativo debido
a que este es el principal material de propagacion del cultivar, aunque Py et al. (1987) indicaron
gue la cantidad promedio de brotes basales en Espafiola roja es de cuatro a cinco por planta.
Ambos caracteres, numero de brotes basales y formacion de brotes de corona estan bajo control
genético y las condiciones climaticas tienen también una gran influencia, por lo que la seleccién en
estos caracteres debe ser muy estricta (Dalldorf, 1990) y darle seguimiento en las generaciones

siguientes.
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Al evaluar las caracteristicas fenotipicas cualitativas (Tabla 6), en la poblacién de plantas del
cultivar donante todas las plantas manifestaron las caracteristicas tipicas del mismo, mientras que
en las obtenidas mediante cultivo in vitro se encontraron alteraciones en el fenotipo en dos
plantas; una con espinas mas pequefias y en ambos margenes de la hoja, tanto en la planta como
en la corona, color verde muy claro de sus hojas y la planta de estructura compacta; la otra con
espinas solo en los extremos de las hojas de la planta y corona, con una estructura compacta a
ligeramente abierta y el fruto en forma de bloque cilindrico.

Tabla 6. Caracteristicas fenotipicas cualitativas de la pifia (Ananas comosus var. comosus
L. Merrill) en la primera generacion vegetativa.

Caracter valorado. Espafola roja Espafiola roja pinarefia**

pinarefia (donante)*

387 plantas 385 plantas Dos plantas variadas
Presencia de espinas en A lo largo de la hoja, A lolargo de la hoja, 1. Con espinas
las hojas en ambos margenes. en ambos margenes. pequefas.

2. Con espinas solo
en los extremos.
Color de las hojas Verde con tono rojo Verde con tono rojo. 1. Planta verde muy
claro.
Estructura de la planta Ligeramente abierta  Ligeramente abierta 1. Planta compacta.
2. Planta compacta
a ligeramente

abierta.
Forma de los ojos del Rectangulares Rectangulares (1 y 2)Rectangulares
fruto.
Color del fruto Naranja-rojizo Naranja-rojizo (1 y 2)Naranja-rojizo
Forma del fruto. Barril Barril 2. Planta con fruto
en forma de bloque
cilindrico.
Presencia de espinas en A lo largo de la hoja, A lo largo de la hoja, 1. Planta con
la corona. en ambos margenes en ambos margenes  espinas pequefias.

2. Planta con
espinas solo en los
extremos.

* Nunca propagadas in vitro. ** Obtenidas mediante cultivo in vitro.

Es conocido que una de las desventajas de la propagacion de plantas in vitro es el incremento de
plantas con variaciones genéticas, en particular el método de organogénesis indirecta puede
provocar que las plantas regeneradas difieran genéticamente unas de otras y con respecto a la

planta original (Debergh, 2008).
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La herencia del cardcter espinosidad en pifia (Ananas comusus var. comosus L. Merrill) fue
evaluada a profundidad por Kinjo (1993) quien definié cinco tipos de espinosidad, entre estos
Scallop, que se caracterizé por tener espinas de forma irregular y en menor cantidad que el tipo
Spiny después de realizar cruces interespecificos de cultivares de pocas espinas y espinosos. No
obstante Coppens d'Eeckenbrugge y Duval (1995) sefalaron que el tipo de hoja espinoso
corresponde a un alelo o a una familia de alelos recesivos s " y que el tipo medio espinoso de ciertos
cultivares de Espafiola corresponde a un alelo “S,”, dominante sobre “S™ y ”s”, respectivamente, por lo
que aungue dificil, es posible encontrar estas variantes de menos espinas a partir de una variedad
espinosa mediante las técnicas de cultivo in vitro, pero se requiere dar continuidad al menos hasta la
tercera generacion para comprobar la estabilidad del caracter y valorar la posible reversiéon o no a la
forma anterior, criterio que se siguio en el presente estudio.

Con el cultivo de callos varia el potencial de la morfogénesis de las plantas obtenidas, por esta
razon los callos originados de explantes de una misma planta se comportan de forma diferente.
De un mismo explante pueden ser aisladas lineas de callos con diferente apariencia, digamos
textura y color, asi como, diferente capacidad de morfogénesis; las diferencias encontradas
pueden ser el reflejo del potencial epigenético de las células o ser causadas por la variabilidad
genética de las células cultivadas. En cualquiera de los casos se tiene que alcanzar el estado
adulto de las plantas para confirmar la estabilidad del material obtenido, ya sea con fines de la
micropropagacion, asi como, para determinar variantes somaclonales que puedan ser Uutiles, lo
gue se tuvo cuenta en este trabajo.

De acuerdo con estas consideraciones se hizo necesario continuar el andlisis de los materiales en
estudio en las siguientes generaciones para confirmar la estabilidad de los mismos y demostrar
que los cambios producidos son heredables o no, pues fundamentalmente la variacion somaclonal
es heredable segin Sanchez-Teyer et al. (2003) y Noro et al. (2007) cuando estan involucrados

rearreglos cromosomales, delecciones y otras mutaciones.

52



RESULTADOS Y DISCUSION

No obstante los criterios sefialados anteriormente, en plantas de propagacion vegetativa se ha
informado por otros autores de la presencia de variantes somaclonales en la primera generacion.
Asi Ravindra et al. (2004), en investigacion realizada en geranio (Pelargonium graveolens L
Herit.), encontraron mayor variacién respecto al donante en cuanto al rendimiento, altura de la
planta, tamafio de la hoja y contenido de aceites esenciales en la primera generacion que sigue a
la fase de cultivo in vitro. Otros investigadores informan de variantes somaclonales en pastos
(Stenotaphrum secundatum Walt. Kuntze) en la primera generacion vegetativa (Li et al. 2010 a).

Como aspectos concluyentes del andlisis de la primera generacion vegetativa, se destaca que a
partir de las alteraciones en las caracteristicas del fenotipo, tanto cuantitativas como cualitativas,
se encontraron dos variantes somaclonales en esta generacion (hombradas P3R5 y Enana) que
representé 0,52% (dos variantes somaclonales / 387 plantas procedentes del cultivo in vitro), las
gue entre las fundamentales caracteristicas manifestaron espinas solo en los extremos de las
hojas (P3R5) y el segundo de morfologia compacta (Enana), con hojas mas pequefias y en
sentido general todos sus érganos con menor tamafio, en particular el fruto con masa mucho

menor, asi como hojas de coloracién mas clara.

El porcentaje de aparicidbn de somaclones en pifia resulté bajo al compararlo con resultados de
Polanco y Ruiz (2002), Viegas (2008) y Bairu et al. (2006), lo que puede estar relacionado con el
tipo de explante, la técnica utilizada, el medio de cultivo, el genotipo y otros factores, pero el hecho
de encontrar un somaclon de menos espinosidad es importante, si se tiene en cuenta la
complejidad de este caracter. La valoracién de la primera generacion vegetativa indicé variabilidad

en las plantas que fueron cultivadas in vitro.

Las caracteristicas mostradas por estos dos somaclones en el momento de su seleccion fueron las

siguientes:
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P3R5: Planta de buen vigor y desarrollo compacto. Fruto en forma de bloque cilindrico que midio
15 cm de alto por 15 cm de ancho, rojo en la madurez, masa con la corona de 1,5 kg formado por
82 ojos prominentes y rectangulares. Didmetro del corazén de 2,5 cm. Hojas de color verde con
tonalidades rojizas, pocas espinas hasta el final del ciclo. Desarrollé 10 brotes basales y tres
criollos.

Enana: Planta de porte reducido, hojas cortas de color verde claro, de 15 a 20 cm de largo, por 8-
10 cm de ancho, muchas espinas de consistencia suave. Fruto pequefio en forma de bloque de

9,0 cm de alto por 9,3 cm de ancho. Produjo 10 brotes basales y dos criollos.

4.1.2.- Evaluacion de la segunda generacion vegetativa.

En la tabla 7 se muestran los resultados de la evaluacion de la segunda generacion vegetativa,
donde se aprecia que el somacléon P3R5 alcanzdé los mayores valores, con diferencias
significativas en la mayoria de los caracteres evaluados, excepto en la formacion de claveles, en
la que resultd inferior al somaclén Enana y respecto a la acidez del fruto donde fue inferior al
donante y al somaclén Enana. En P3R5 se destac6 su mayor masa del fruto con corona (1,73 kg),
con un pedudnculo mas grueso (2,77 cm), un incremento considerable de brotes basales (siete) y
de criollos (dos). En cambio el somaclén Enana, mostré valores inferiores en cuanto al tamafio de
la planta (32,2 cm), diametro del pedunculo (1,62 cm) y los demas caracteres del fruto, sin

embargo su produccion de brotes vegetativos es alta y fue el Gnico material que produjo claveles.

El material obtenido por cultivo in vitro reveld6 menos indicadores con variacion estadistica
respecto al cultivar donante nunca cultivada in vitro, dos caracteristicas fueron inferiores en el
primero: altura de la planta y la acidez total del fruto. En esta generacion se aprecio estabilidad en

el numero de coronas (una) en todos los materiales estudiados.
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La segunda generacion, que siguié a la fase de cultivo in vitro, la constituyeron plantas que se
originaron a partir de 6rganos vegetativos del material original obtenido in vitro. Los cambios
aparecidos en esta generacion coinciden con lo informado por Ravindra et al. (2004) quienes
encontraron que la totalidad de los somaclones de geranio (Pelargonium graveolens L Herit.)
seleccionados, mantuvieron los rasgos determinados en la primera generacién, por lo que indican
que estos cambios fueron debidos a causas genéticas y los definen como verdaderos somaclones.

Tabla 7. Evaluacion de los caracteres fenotipicos cuantitativos en pifia (Ananas comosus
var. comosus L. Merrill) en la segunda generacion vegetativa.

Carécter valorado. Espafiola roja Espafiolaroja P3R5 Enana
pinarefia pinarefia**
(donante)*
Altura de la planta (cm) 72,00£0,27 b 71,00+0,23 ¢ 73,30+0,28 a 32,20+0,27 d
Diametro pedunculo (cm) 2,66+0,02 b 2,60+0,09 b 2,77+0,01 a 1,62+0,02 d
NuUmero de brotes claveles 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b 2,00+0,25 a
Numero de brotes basales 4,00+0,14 c 4,00+0,04 c 7,00+0,24 a 6,00+0,00 b
Masa fruto con corona (kg) 1,68+0,06 a 1,66+0,00 a 1,73+0,02 a  0,69+0,05 b
Numero de ojos del fruto. 81,50+0,02 a 80,00+0,01 a 81,80+0,02 a 50,20+0,01 b
Altura del fruto (cm) 15,20+0,02 b 15,00+0,25 b  15,68+0,20 a  9,34+0,41 c
Diametro del fruto (cm). 16,32+0,01 a 16,00£0,01 a 16,30+0,01 a 9,35£0,47 b
Vitamina C del fruto 18,00+0,02 b 18,00+0,02 b 18,60+0,24 a 17,80+0,00 c
(mg/100 mL de jugo)
Acidez total del fruto (%) 0,3340,010 a 0,30+0,00 c 0,30+0,00 c 0,32+0,00 b

ANOVA de un factor. Medias con letras desiguales difieren para p<0,05, segun prueba HSD de
Tukey. Los valores representan la mediax ES (n=10).

*Nunca cultivadas in vitro, *Obtenidas mediante cultivo in vitro.

Existen especies en las que se utilizé el fenbmeno de la variacion somaclonal para generar
variabilidad, con alto rendimiento de somaclones obtenidos, los que en su gran mayoria fueron
seleccionados en la segunda generacion, comprobandose que estos cambios fueron heredables
posteriormente, por lo que constituyen verdaderos cultivares o somaclones, tanto en plantas de
propagacion vegetativa como sexual (Al-Zahim et al. 1999; Tregear et al. 2002; Martin et al. 2002;

Haluskova y Kosuth 2003; Araujo et al. 2004; Anu et al. 2004; Hammerschlag et al. 2006; Singh et al.

2008; Gao et al. 2009; Li et al. 2010 a,b).
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Los aspectos cualitativos que caracterizaron esta segunda generacion se exponen en la tabla 8, en la
gue se destaco la disminucion de la espinosidad en P3R5, tanto en la planta como en la corona, una
estructura de la planta de compacta a ligeramente abierta y el fruto en forma de bloque cilindrico. En
Enana la gran espinosidad se mantiene, tanto en sus hojas como en la corona, las hojas poseen un
color verde muy claro y la planta posee una estructura compacta, con un fruto en la madurez de color
amarillo-verdoso.

Tabla 8. Caracteristicas fenotipicas cualitativas de la pifia (Ananas comosus var.
comosus L. Merrill) en la segunda generacién vegetativa.

Caracter valorado.  Espafiolaroja  Espafiolaroja P3R5 Enana
pinarefa pinarefa **
(donante)*
Presencia de Alolargodela Alolargodela Soloenlos Alo largo de la
espinas en las hoja, en ambos hoja, en ambos extremos hoja, en ambos
hojas margenes margenes margenes,
pequefias
Color de las hojas ~ Verde contono Verde contono Verde claro Verde muy claro
rojo rojo con tono rojo
Estructura de la Ligeramente Ligeramente Compacta a Compacta
planta. abierto abierto ligeramente
abierta.

Forma de los ojos
del fruto.
Color del fruto

Rectangulares

Naranja-rojizo

Rectangulares

Naranja-rojizo

Rectangulares

Naranja-rojizo

Rectangulares

Amarillo-verdoso

Forma del fruto. Barril Barril Blogque Barril

cilindrico
Presencia de Alolargodela Alolargodela Soloenlos Alo largo de la
espinas en la hoja, en ambos hoja, en ambos extremos hoja, en ambos

corona.

margenes

margenes

margenes,
pequefias

*Nunca cultivadas in vitro. ** Obtenidas mediante cultivo in vitro. (n=10).

En la segunda generacién vegetativa se manifestaron diferencias entre el donante y los somaclones
en cuanto a presencia de espinas en las hojas de las plantas y de la corona, color de las hojas,
estructura de las plantas, color y forma del fruto, las que se encontraron en la primera generaciéon. En
Enana se destacan ademas los cambios en las caracteristicas cuantitativas (Tabla 7) tanto de las
plantas como de los frutos, que la distinguen totalmente de los demas individuos analizados, mientras

gue entre el cultivar donante (nunca cultivado in vitro) y plantas del cultivar donante obtenidas
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mediante cultivo in vitro fueron menores los cambios fenotipicos, tanto cualitativos como

cuantitativos.

Se consolidaron los dos somaclones descritos, al mostrar las caracteristicas semejantes a la
primera generacion, sin ocurrir cambios reversibles hacia la forma materna en los caracteres

evaluados.

4.1.3.- Evaluacién de la tercera generacion vegetativa.
En la figura 3A se muestra el andlisis de la altura de las plantas, donde se observa que la
variedad donante (72 cm) y P3R5 (73,3 cm) poseen los mayores valores, los que estan en

correspondencia con las caracteristicas del cultivar Espafiola roja pinarefa.

El somaclén Enana con solamente 32,2 cm de altura de las plantas, resulté un individuo muy
pequefio, que se diferencia notablemente de los demas. Sin embargo, en cuanto al periodo
desde plantacién hasta cosecha (ciclo) todos necesitaron entre 16 y 17 meses para alcanzar la
maduracion del fruto (Figura 3B), Enana mostré6 el menor ciclo. Este comportamiento del
somaclén Enana en cuanto al ciclo esta en correspondencia con lo planteado por Bartholomew et
al. (2003) y Davey et al. (2007) los que sefialaron que el mismo puede oscilar desde 15 hasta 18

meses en funcién del genotipo.

Los resultados del diametro del pedunculo indicaron que el somaclén P3R5 vy el cultivar donante,
poseen pedunculos mas gruesos, capaces de soportar frutos de mayor masa, los valores
alcanzados para este indicador no se diferencian estadisticamente entre los dos primeros, si

respecto al somaclén Enana (Figura 3C).
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Figura 3. Altura de las plantas (A), ciclo hasta cosecha (B), didmetro del pedinculo
del fruto (C), nimero de brotes claveles (D), nimero de brotes basales (E) de los tres
genotipos de pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merril), en la tercera
generacion. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (ANOVA de un
factor, prueba HSD Tukey p<0,05). Cada valor representa la media + ES (n=10).

RESULTADOS Y DISCUSION

58



RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo de los brotes vegetativos mostrd diferencias en su comportamiento. Los claveles
solamente se formaron en el somaclon Enana (Figura 3D), los brotes basales mostraron valores
significativos y mayores en los somaclones P3R5 y Enana respecto al cultivar donante (Figura
3E) lo que los hace superiores al donante por ser la principal forma de multiplicacién de este
cultivar. En cuanto a la formacion de brotes criollos no hubo diferencias estadisticas, los
somaclones produjeron dos de estos brotes, mientras el cultivar donante uno.

Las caracteristicas relacionadas con el fruto se valoran a continuacion. Respecto a la masa del
fruto con corona (Figura 4A) el cultivar donante y P3R5 no mostraron diferencias, si respecto a
Enana, la que expresé el menor valor. Este mismo comportamiento se observé en cuanto al
namero de ojos (Figura 4B), la altura (Figura 4C) y didmetro del fruto (Figura 4D).

El tamafio del fruto fue inferior en el somaclén Enana, el que mostré también la menor altura de la
planta como se analiz6 anteriormente, por lo que se evidencia la relacién existente entre la masa
foliar y el desarrollo del fruto. EI numero de coronas por fruto se mantuvo estable desde la
segunda generacién con la aparicion de una corona, que es el indicador comercial adecuado

(MINAG, 1989).

Respecto a la calidad del fruto, la vitamina C y acidez total, no mostraron diferencias respecto al
donante, solo ligeramente superior el contenido de vitamina C en el somaclén P3R5, el que presento
18 mg/100mL de jugo. Estos indices son favorables, los valores hasta 18 mg/100mL de jugo resultan
adecuados segun lo informado por Py et al. (1987). Por su participaciéon en la calidad comercial del
fruto, el porcentaje de acidez es un indicador de mucha importancia, pues junto con los soélidos
solubles definen el momento de la cosecha, ya que valores entre 0,30-0,33% de acidez total
constituyen indicadores adecuados para su comercializacion (MINAG, 1989). Este somaclon mostro

0,30% de acidez total.
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Figura 4. Masa del fruto con corona (A), numero de ojos del fruto (B), altura del
fruto (C) y diametro del fruto (D) de los tres genotipos de pifia (Ananas comosus
var. comosus L. Merril), en la tercera generacion. Medias con letras desiguales
difieren estadisticamente (ANOVA de un factor, prueba HSD Tukey p<0,05). Cada

valor representa la media tES (n=10).
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La variacion somaclonal en pifia (Ananas comusus var. comosus L. Merrill) mediante analisis de
pocas caracteristicas, fue descrito por Wakasa (1979, 1989), quien en sus estudios mostré la
obtencion de 100% de variantes a partir de tejido sincarpico, la mayoria albinas, en el cultivar
Cayena lisa; Dewald et al. (1988) hicieron un estudio puramente isoenzimético para identificar
cultivares de pifia Cayena, sin sefialar las caracteristicas de las plantas; Liu et al. (1989) evaluaron
la espinosidad, desde el punto de vista de la reversion de plantas sin espinas a espinosas y
encontraron total reversién y Feuser et al. (2003) hicieron un analisis molecular e isoenzimético de
plantulas de pifia que surgieron de cultivo in vitro, donde solo refieren una planta variada, pero las
caracteristicas de las variantes no se exponen. En estudios en Ananas comosus var. bracteatus
(Lindley), una pifia ornamental, Santos et al. (2008) sefialaron que el porcentaje de variacion se
estimo entre 21 y 42% al analizar plantas surgidas del cultivo in vitro mediante RAPD; pero no se
refieren a las caracteristicas de estas plantas y las evaluaciones se realizaron solo en la primera
generacion vegetativa. Como se puede apreciar en los trabajos anteriores, estos se limitaron
fundamentalmente a las caracteristicas moleculares e isoenzimaticas, sin valorar otras caracteristicas
fenotipicas de las variantes somaclonales encontradas.

Smith et al. (2003) en su trabajo referido a la propagacion de la pifia (Ananas comusus var.
comosus L. Merrill), atribuyen al uso de citoquininas suplementadas con auxinas, en particular al
ANA, donde obtuvieron tejidos desorganizados, una mayor propensién al incremento de cambios
genéticos producidos por la variacidbn somaclonal, por lo que los resultados del presente trabajo
estan en correspondencia con lo planteado por estos investigadores.

Algunos resultados indicaron la presencia de altas tasas de variacion somaclonal como los
obtenidos por Polanco y Ruiz (2002) en Arabidopsis thaliana L. Heynh, al encontrar tres
somaclones, lo que significo el 40% de la variacion. Esto supera en gran medida la tasa de
variacion encontrada en el presente estudio en pifa.

Resultados significativos sobre el efecto de los reguladores del crecimiento en la aparicion de

altas tasas de variacion somaclonal se obtuvieron en investigacion de Viegas (2008) al analizar
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este efecto en plantas de Heliconia bihai L., micropropagadas con dosis de 2,5 mg.L™" y 4,0

mg.L" de BAP, cuando obtuvo una tasa de variacion somaclonal de 61,4%, en los que se

destacan los tipos porte bajo, clorofilicos y coloracion del pseudotallo y el peciolo y un resultado

mas relevante es el de Bairu et al. (2006) los que al evaluar el efecto de reguladores del

crecimiento, combinado con el efecto de la tasa de multiplicacién en banano Cavendish (Musa

acuminata Colla), encontraron mayor cantidad de variantes somaclonales, al obtener hasta el

72% en los tratamientos con altas tasas de multiplicacion promovidas por varios reguladores.

Al profundizar en la frecuencia alcanzada en cuanto a variantes somaclones, se destaca por Li et
al. (2010 a y b) en estudios en plantas de pasto (Stenotaphrum secundatum Walt. Kuntze)
regeneradas a partir de cultivo in vitro, la determinacion de un 0,015% de variantes morfol6gicas
con caracteristicas modificadas tales como: habito de crecimiento semienano, hojas mas cortas,
anchas y entrenudos cortos, ademas de sefialar una variante somaclonal mas tolerante a las
heladas que su progenitor, lo que fue corroborado en estudios de campo e indicaron ademas que
los caracteres variados fueron estables durante las siguientes generaciones. La frecuencia de
somaclones obtenidos en pifia en el presente estudio se corresponde con la variaciéon total
sefialada por Kosky et al. (2006) en banano ‘FHIA 18 y Orellana et al. (2010) en banano
‘Cavendish enano’, aunque en estas investigaciones se utilizé la embriogénesis somatica.

En esta tercera generacion las caracteristicas morfolégicas cuantitativas del somacléon Enana se

diferenciaron del donante en los indicadores: altura de la planta, didmetro del pedunculo, nimero

de claveles, brotes basales, masa del fruto con corona, nimero de ojos, altura y diametro del

fruto. El somaclon P3R5 en cuanto al niumero de brotes basales.

En esta generacion vegetativa con respecto a las caracteristicas cualitativas, los caracteres de
juvenilidad no se manifestaron. Distingue al somaclén P3R5 del cultivar donante, la poca
presencia de espinas en las hojas de la planta y corona, se ubican las mismas solo en los

extremos de estas y el fruto en forma de bloque cilindrico. En el caso de Enana se mantuvo la
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gran cantidad de espinas, pequefias y continuas en las hojas de la planta y la corona, el color de

las hojas verde claro y un porte de la planta compacto (Tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas fenotipicas cualitativas de los somaclones y del cultivar
donante (Ananas comosus var. comosus L. Merrill) en la tercera generacion vegetativa.

Caracter valorado.

Espafiola roja
pinarefia (Donante)

Somaclones

P3R5

Enana

Presencia de
espinas en las
hojas

Color de las hojas

Porte de la planta

Forma de los ojos
del fruto

Color del fruto
Forma del fruto

Presencia de
espinas en la
corona del fruto

Alo largo de la hoja,
en ambos margenes

Verde con tono rojo

Ligeramente abierto

Rectangulares

Anaranjado-rojizo
Barril

Espinas en ambos
bordes, continuas

Espinas solo en los
extremos

Verde claro con
zonas rojizas
Ligeramente abierto

Rectangulares

Anaranjado-rojizo
Bloque cilindrico

Espinas solo en los
extremos

Alo largo de la hoja, en
ambos margenes y
pequeias

Verde claro

Compacto

Rectangulares

Amarillo-verdoso
Barril

Espinas en ambos bordes
continuas y pequefas

La figura 5 ilustra las caracteristicas de los somaclones P3R5, Enana y el cultivar donante en

cuanto a los principales caracteres morfolégicos evaluados en la tercera generacion vegetativa,

fundamentalmente los relacionados con la estructura de las plantas, la forma y espinosidad de las

hojas y el fruto.

Se aprecia el porte de la planta Enana, con un crecimiento compacto, las hojas espinosas del

cultivar donante, la menor espinosidad en P3R5 y la gran espinosidad en Enana, con hojas mas

pequefias y por ultimo el fruto en forma de barril de la Enana, al igual que el donante y el fruto de

P3R5 en forma de bloque cilindrico.

La caracterizacion morfoldgica en esta tercera generacion vegetativa indicé que, comparado con

el cultivar donante (Espafiola roja pinarefia), el somaclén P3R5 mostré diferencias en el nimero

de brotes basales, en la presencia de espinas en las hojas y en la corona del fruto, asi como en
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la forma del fruto. El somaclon Enana fue diferente del cultivar donante en la altura de la planta,
el didmetro del pedunculo, el nUmero de brotes claveles y brotes basales, la masa del fruto con
corona, el numero de ojos del fruto, altura y didmetro del fruto, color de las hojas, forma de la
planta y color del fruto. Estas caracteristicas de los dos somaclones estan determinadas por la

constitucion genética de los mismos.

Segun Coppens d'Eeckenbrugge y Duval (1995) en pifia (Ananas comusus var. comosus L. Merrill)
es imposible identificar una mutacién basada en los caracteres cuantitativos antes del primer ciclo
vegetativo normal, es decir menos de tres afios, después de la produccion de la vitroplanta y
todavia quedaria por comprobar su transmisién en los ciclos vegetativos siguientes. De manera
que en la presente investigacion, ya en esta tercera generacion referida a tres ciclos del cultivo en
campo, son casi cinco afios de desarrollo de las plantas y ademas el periodo de cultivo in vitro y
aclimatizacion que alcanzaron los dos afios como se muestra en la figura 2, implica suficiente periodo
de desarrollo de los somaclones, lo que permiti6 establecer que esta caracterizacion morfologica y
agrondmica consolida las consideraciones relativas a la estabilidad de los somaclones seleccionados
en la primera generacion vegetativa. Los resultados en esta generacién mostraron la consolidacion

de los somaclones P3R5 y Enana.

La metodologia utilizada (Figura 2), posibilitd determinar el efecto de la variacion somaclonal con
caracteristicas variadas estables en un periodo de tiempo relativamente corto, si se tiene en
cuenta que se analiz6 tal efecto en condiciones de campo y que el ciclo reproductivo de esta
especie es de 15 a 18 meses. Esto estad en correspondencia con Carlier et al. (2007) quienes
sefalaron en estudios en pifia que los métodos biotecnoldgicos acortan el periodo de obtencién

de individuos variados.
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Plantas a los 6
meses de
crecimiento en
condiciones
controladas.

Espafiola Roja Pinarefia (donante) P3R5 Enana

Hojas D de plantas con 6
meses de crecimiento en
campo.

Espafiola Roja Pinarefia Enana
(donante)

Frutos recién cosechados de
plantas crecidas en campo.

Espafiolaroja pinarefia
(donante)
Figura 5. Materiales de pifia Espafiola roja pinarefia (donante) y de los somaclones P3R5 y Enana en la
tercera generacion vegetativa.

P3R5 Enana
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No aparecié mas variacion en su descendencia vegetativa respecto a la primera, lo que comprobé

la estabilizacion del material vegetal en estudio en cuanto a las caracteristicas morfologicas.

Evaluacién molecular mediante AFLP en la tercera generacion vegetativa.

Las tres combinaciones de cebadores empleadas para la amplificacién selectiva rindieron entre
39 y 47 bandas legibles. Se obtuvieron 127 bandas AFLP producto de la amplificacién con las tres
combinaciones de cebadores. El 6,2% de los marcadores AFLP mostraron polimorfismo en el
somaclon P3R5 y de 7% en el somaclén Enana respecto al cultivar donante. En la tabla 10 se
expresan los niveles de polimorfismo por combinacién de cebadores y para los genotipos
analizados.

Tabla 10. Polimorfismo detectado por AFLP en los somaclones de pifia (Ananas comosus
var. comosus L. Merrill) respecto al cultivar donante (Espafiola roja pinarefia).

P3R5 Enana
Combina Numero  Numero de % de Numero  NUmero de % de
cion de de bandas polimorfismo. de bandas polimorfismo
cebadores bandas polimorficas bandas  polimérficas.
EcoRI -AAT/ 41 2 4.8 41 1 2,4
Mse | -AAG
EcoRI-AAT/ 39 3 7,7 39 3 7,7
Mse | -ACC
EcoRI-AAT/ 47 3 6,4 47 5 10,6
Mse | -AGT
Total 127 8 6,2 127 9 7,0

La figura 6 muestra los patrones de bandas obtenidos para los tres genotipos producto de la
amplificacién con la combinacion de cebadores Eco Rl + AAT y Msel + AAG (las flechas en los
somaclones indican bandas polimorficas). EI empleo de las tres combinaciones de cebadores
permitié diferenciar los genotipos en estudio y su ubicacion de acuerdo a la distancia genética

entre ellos (Figura 7).
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Figura 6. Patrones de bandas obtenidos producto de la amplificacion del ADN de los
genotipos con los cebadores Eco RI + AAT y Msel + AAG en la técnica de AFLP.
1(Espafiola roja pinarefia), 2(P3R5), 3(Enana). M: representa el marcador de masa

molecular.

Espaiiolaroja pinareiia

Espafiola RF. P3R5 Enana
P3R5 Espafiola RF.  1.00
P3R5 0.63  1.00
Enama Enana 056 014  1.00
o om0 o® a0
Coeficiente

Figura 7. Dendograma de los genotipos basado en un andlisis de agrupamiento UPGMA en NTSYS-pc
que muestra la distancia genética entre los genotipos, mediante la matriz de similitud generada con el
coeficiente DICE. Se representa el valor bootstrap superior al 50%.
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Los somaclones Enanay P3R5 se diferenciaron genéticamente entre si y respecto al progenitor
Espafola roja pinarefia, se obtuvieron distancias genéticas de 0,05 entre Espafiola roja pinarefia y

P3R5 y de 0,08 entre estas dos y Enana como se aprecia en la figura 7.

Paz et al. (2005) al evaluar accesiones del germoplasma de pifia por AFLP, lograron explorar al
azar un numero de 144 loci en el genoma y los compararon, pero una importante parte del
genoma no fue explorado. En el presente trabajo de 6,2 a 7% de las 127 bandas AFLP generadas
de la amplificacion con tres cebadores, indicaron la variacibn de los somaclones respecto al
genotipo donante. No obstante, aunque la existencia de distancia genética entre ambos
somaclones y entre los somaclones y su progenitor no fue muy grande, la diferencia en algunas

bandas permite afirmar que son diferentes.

La técnica de AFLP es muy eficiente pues genera un mayor nhimero de bandas por combinacion
de cebadores que el generado por otras vias, es relativamente facil de aplicar, utiliza pequefias
cantidades de ADN y no requiere un conocimiento previo de las secuencias. Por ser tan versatiles
estos marcadores se han utilizado ampliamente para el analisis de la variacion somaclonal
(Puente et al. 2008). Los resultados obtenidos se corresponden con Paz et al. (2005) en su trabajo
al comparar dos colecciones de pifia (Ananas comosus var. comosus L Merrill) cuando obtuvieron
44,6 bandas por cebador y en la presente investigacion 42 bandas, mientras distan mucho de lo
obtenido por Duval et al. (2001) con marcadores RFLP y Tapia et al. (2005) en este mismo cultivo,
quien diferencié un promedio de 5,9 bandas por combinacién con el empleo de marcadores ISSR

y 6,83 con RAPD.

Soneji et al. (2002) en sus estudios sobre la fidelidad genética de regenerantes de pifia obtenidos
mediante cultivo in vitro con el objetivo de determinar si procedian de fenotipos espinosos
mediante RAPD, encontraron bandas que respondian al fenotipo liso y otras al fenotipo espinoso,

determinaron un porcentaje de polimorfismo de 6% para el fenotipo liso y encontraron variabilidad
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genética de los regenerantes mediante el coeficiente de similitud. Feuser et al. (2003) compararon
técnicas isoenzimaticas y RAPD para determinar fidelidad genética en pifia en dos sistemas de
microprogacion, estacionario e inmersion temporal, lo que revelé que las isoenzimas y el RAPD de
forma independiente no detectaron diferencias entre los dos sistemas, sin embargo en la
combinacién de los datos de ambas técnicas, el RAPD mostr6 mayor variacién que las isoenzimas,
con un 7% de polimorfismo. Resultados similares se obtuvieron en el presente trabajo con un

porcentaje entre 6,2 y 7%, aungque con la técnica de AFLP.

Los resultados obtenidos en esta investigacion mediante AFLP, coinciden con los de Rodriguez
(2010) cuando utilizé técnicas de microsatélite (SSR) y RAPD y encontr6 diferencias del somaclén

P3R5 con los demas genotipos pertenecientes al grupo horticultural Espafiola.

Los resultados obtenidos con estas técnicas también superan a los obtenidos con marcadores
isoenzimaticos descritos en los trabajos de Dewald et al. (1992) donde de 32 sistemas
isoenzimaticos ensayados, solo lograron buena resolucion en ocho y solo dos revelaron
polimorfismo, lo que constituye una muestra de que las técnicas isoenzimaticas en pifia (Ananas
comusus var. comosus L. Merr.) tienen limitadas posibilidades para detectar un mayor
polimorfismo, no obstante, Arias et al. (1996) en ocho variedades de pifia mediante muestras de
raices, encontraron ocho sistemas izoenzimaticos con buena resolucién y cuatro de ellos
(peroxidasas, malato-deshidrogenasas, esterasas y diaforasas) mostraron variacion entre los

genotipos estudiados, lo que posibilita su empleo como marcadores de proteinas en pifia.

Los resultados obtenidos mediante AFLP mostraron diferencias entre los genotipos estudiados,
con niveles bajos de polimorfismo, lo que se corresponde con el criterio de Aversano et al. (2009)
qguienes sefialaron que los marcadores moleculares han permitido determinar el efecto de la
variacion somaclonal en diferentes especies, en algunos casos para detectar poco polimorfismo,

tal como sefialaron Smulders et al. (1995); Fourré et al. (1997); Rival et al. (1998); Bouman y De
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Klerk (2001); Martins et al. (2004); Barandalla et al. (2006); Chen et al. (2006); Prado et al. (2007) y
Sharma et al. (2007), y contrariamente a lo planteado por Piccioni et al. (1997); Guo et al. (2006b);
Palombi et al. (2007) y Tyagi et al. (2007) en especies en las que encontraron altos niveles de

polimorfismo.

El conjunto de resultados analizados mediante la técnica AFLP, empleada para los estudios a
nivel del genoma, permitieron definir en el presente trabajo a los somaclones Enanay P3R5 como

verdaderos mutantes.

4.2 Caracterizacion anato-morfoldgica, fisiolégica y bioquimica de los genotipos en estudio.
4.2.1 Caracterizacién anato-morfolégica.
+ Conteo de cromosomas.

No existieron diferencias en cuanto al nimero de cromosomas en los individuos analizados, todos
resultaron 2n=50.

El nimero de cromosomas mas comun en la sub-familia Bromelioideae y en las variedades y
cultivares de Ananas comosus es 2n=50, aunque se encuentran triploides en Ananas comosus
var. comosus como el cultivar Cabezona y tetraploides en var. Ananassoides (Dujardin, 1991,
Cotias de Oliveira, 2000). Arumuganathan y Earle (1991) estimaron el tamafio del genoma
haploide de Ananas comosus var. comosus L. Merrill en 526 Mpb y el de Ananas comosus var.

bracteatus (Lindley) en 444 Mpb.

El fenbmeno de la variacion somaclonal segun criterios de Brown et al. (1993) esta relacionado a
cambios en el nimero de cromosomas Y a la poliploidia de acuerdo con (Bhatia et al. 2005), aunque
en el presente estudio no es esta la causa. Esta variacién heredable podria estar asociada con
rearreglos cromosomales, delecciones o mutaciones puntuales (Sdnchez-Teyer et al. 2003; Noro et

al. 2007).
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+ Anatdémica.

En cuanto a las caracteristicas de los estomas se puede apreciar que el nimero de estos por
milimetro cuadrado en el somaclén Enana fue mas bajo que en P3R5 y la Espafiola roja pinarefia,
guienes poseen los valores mas altos, con diferencias estadisticas respecto al primer somaclén. Sin
embargo, en cuanto a la longitud de los estomas ambos somaclones no difieren del cultivar donante,

aunque entre estos si se observan diferencias, con un incremento en Enana (Figuras 8A y 8B).

Los valores determinados se corresponden con los sefialados por Py et al. (1987) y Coppens
d'Eeckenbrugge y Leal (2003). El somacléon P3R5 presentdé mayor cantidad de estomas, pero mas
pequefos, mientras el somaclén Enana presentd menor cantidad de estomas, pero mas grandes al

compararse con P3R5.

La anatomia de los estomas de la pifia (Ananas comusus var. comosus L. Merrill) hace que tenga
una tasa de transpiracibn muy baja, se encuentran en la epidermis por lo que comunican el interior
de los érganos vegetales con el medio externo. Estos se localizan en el envés de las hojas y se
ubican en una posicibn mas abajo de las demas células epidérmicas para disminuir las pérdidas
de gases, principalmente CO, y vapor de agua. Es una planta que cumple el ciclo del acido
crasulacianico (CAM) (Coppens d'Eeckenbrugge y Leal, 2003), lo que conjuntamente con los
tejidos de almacenamiento de agua y la disposicion de los estomas, contribuye a la economia de

la misma.
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En las figuras 9A, 9B y 9C se muestran los resultados del analisis de los tejidos en las hojas.
Respecto al diametro de los vasos conductores y al espesor del parénquima acuifero, el cultivar
Espafola roja pinarefia (donante) y el somaclén P3R5 mostraron los mayores valores, sin
diferencias estadisticas entre ellos y si respecto al somaclén Enana. Sin embargo, los resultados
relativos al espesor del parénquima clorofilico mostraron el mayor valor en Espafiola roja pinarefia
con diferencias significativas en relacion con los dos somaclones.

Al comparar el somaclon Enana con el cultivar donante, alcanzé el 35% del espesor del
parénquima clorofilico (19,9 um / 57,6 um) y el 37% del parénquima acuifero (43,8 um / 119,1
um). En el caso de P3R5, alcanzé el 58% (33,6 um /57,6 um) del espesor del parénquima
clorofilicoy 72% (86,4 um/ 119,1 um) del espesor del parénquima acuifero.

Los tejidos parenquimaticos estan constituidos por células diferenciadas que realizan funciones
asimiladoras o de reserva. El parénquima clorofilico posee un alto contenido de cloroplastos, en este
se lleva a cabo la fotosintesis, fundamentalmente en hojas y tallos, mientras que el parénguima
acuifero se desarrolla en la pifia (Ananas comusus var. comosus L. Merrill) con el objetivo
fundamental de almacenar agua. Los resultados demuestran que el somaclon P3R5 mostrd
caracteristicas para ser mas eficiente en el uso del agua y en el proceso fotosintético, con respecto al
somaclén Enana, lo cual debe estar relacionado con las caracteristicas genéticas propias de estos
genotipos, sin embargo, el donante con los valores mas altos en los tejidos también mostr6 mayor
cantidad de estomas y gran tamario de estos, lo que lo hace menos eficiente en el uso del agua.
Barboza et al. (2006) analizaron las caracteristicas anatémicas de plantas de pifia (Ananas comusus
var. comosus L. Merrill) micropropagadas, sefialaron que no se alter6 la estructura basica de la hoja,
pero si se expreso plasticidad del fenotipo durante este periodo a través de cambios en el nimero de
estomas, asi como, en el espesor del parénquima clorofilico y acuifero. Es muy probable que esos
cambios hayan sido transitorios, pues no se aclara a que generacion vegetativa correspondian dichas
plantas. En el presente trabajo de investigacion los resultados corresponden a la cuarta generacion

vegetativa en condiciones de campo, por lo que la expresién del fenotipo se considera estable.
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4.2.2 Caracterizacion fisiologica.

En la figura 10A se muestran los resultados de la tasa fotosintética. Las plantas del somaclén P3R5
manifestaron valores significativamente superiores respecto al cultivar donante y al somaclén Enana,
el que mostro el valor mas bajo.

La fotosintesis es el proceso mediante el cual las plantas captan energia solar y forman energia
metabdlicamente utilizable en forma de trifosfato de adenosina (ATP) y potencial de reduccion
mediante la Nicotinamida-adenin-dinucledtido-fosfato (NADPH), que utilizan como fuente de
energia para formar los carbohidratos y otros compuestos orgénicos a partir de CO, y H,0O,
cuando simultaneamente liberan O, a la atmosfera. La fotosintesis depende de varios factores
como son la intensidad y calidad de luz, la concentracién de CO,, el desarrollo del parénquima
clorofilico, los pigmentos fotosintéticos (clorofilas) y la presencia de agua (Salisbury y Ross, 1992).
De esta manera se hizo necesario valorar los demas criterios relacionados con el proceso
fotosintético, entre ellos la transpiracion como medida del uso del agua y la concentracion

intercelular de CO..

Con relacién a la concentracion intercelular de CO, el somaclon P3R5 también mostr6 el mayor valor

con diferencias estadisticas respecto a los otros dos genotipos (Figura 10B).

Al analizar la tasa de transpiracion (Figura 10C), el somacléon P3R5 presentd el valor mas bajo,
mientras que Enana no difirié del donante, lo cual pone de manifiesto la mayor eficiencia del primer
somaclon en el uso del agua (Figura 10D). Al valorar este indicador, este resultado presupone
ademas, un comportamiento estomatico mas eficiente de este somaclén, pues tuvo mayor densidad
estomética que Enana (Figura 8A), pero la longitud de los estomas fue menor (Figura 8B), para
reducir marcadamente la pérdida de agua por transpiracion (Figura 10C) por un presumible cierre
estomatico y capacidad para almacenar agua como se demostrdO en la interpretacion de las

observaciones del parénquima acuifero (Figura 9B).
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Es muy reconocido que el tamafio o el nimero de los estomas influye en la transpiracion, la toma
del CO, y el uso eficiente de agua (Bergmann y Sack, 2007; Casson y Hetherington, 2010; Kim et
al. 2010). El uso mas eficiente del agua se correlaciona con una baja transpiracién y alta
asimilacion de CO,, lo que permite mejorar este indicador de eficiencia mediante la regulacion de
la transpiracion (Yoo et al. 2009). Como se aprecia en el analisis conjunto de los indicadores
transpiracion y uso del agua, el somaclon P3R5 resulté tener modificaciones fisiolégicas que
favorecen la eficiencia en el uso del agua mediante la regulacion de la transpiracion.

Resultan interesantes los bajos valores mostrados por el somaclén P3R5 en la tasa de
transpiracion donde solo alcanzé 28% de la tasa del cultivar donante (11,5 mmol H,O m™.s™" /
41,6 mmol H,0 m2s™). La eficiencia en el uso del agua de la planta describe la tasa de
produccién de fotosintesis neta en relacion con la tasa en que transpira el agua a la atmésfera, es
el resultado del compromiso entre la maximizacién de la fotosintesis y la minimizacion de la
transpiracion. La eficiencia en el uso del agua es una medida de rendimiento que ha sido de
interés para los agronomos y ecologistas, pues comprueba la respuesta adaptativa de las plantas
a diferentes condiciones de desarrollo (Bacon, 2004). La alta eficiencia del uso del agua del
somaclén P3R5 con mayor captacion de CO, y con menor pérdida de agua lo sefiala como un
somaclon de gran capacidad para controlar la transpiracion total, lo que resulta de mucha
importancia ya que es mas eficiente y permitira un ahorro de agua.

Desde el punto de vista fisiolégico el fenébmeno de la fotosintesis esta intimamente relacionado
con los procesos de asimilacion de CO,, transpiracion y eficiencia en el uso del agua. A menor
transpiracion y mayor tasa fotosintética se eleva la eficiencia en el uso del agua. En estudios que
compararon la variedad donante con variantes somaclonales de pastos (Stenotaphrum
secundatum Walt. Kuntze) no se encontraron diferencias en la evapotranspiracion, sin embargo,
los dos somaclones tenian volimenes de agua y crecimiento mas altos que el donante (Lu et al.

2009).
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El somaclon P3R5 expresd mayor tasa fotosintética que el donante, lo que esta en correspondencia
con lo planteado por Molina-Montenegro et al. (2005) cuando evaluaron dos somaclones de especies
altoandinas y los compararon con sus donantes. Los primeros manifestaron tasas de fotosintesis
superiores. También Lépez-Herrera et al. (2007) sefialaron cultivares de frijol (Phaseolus vulgaris

L.) con tasas fotosintéticas superiores respecto al genotipo donante.

Se realizaron estudios de indicadores morfolégicos, fisiolégicos y bioquimicos en somaclones que se
sometieron a estrés, por ejemplo Price et al. (2002) sefialaron que la ganancia 6ptima de CO, se
logré con la apertura de los estomas, mientras se minimizé la pérdida de agua en somaclones de
arroz (Oriza sativa L.). Garcia-Sanchez et al. (2007) evaluaron el efecto de la inundacién y sequia en
posturas de citricos (Citrus sinensis Osbeck.) y Qing-Ming et al. (2008) evaluaron la respuesta de

plantines de pepino (Cucumis sativus L.) al estrés hidrico.

El comportamiento de los contenidos de clorofila (Figuras 11A, 11B y 11C) mostr6é que tanto en la
concentracién de clorofila a como la b, asi como la a+b, el somaclon P3R5 posee los mayores
valores, con diferencias significativas respecto a los demas genotipos. En el somaclon Enana se

cuantificaron los mas bajos contenidos de estos pigmentos, sin diferir respecto al donante.

En estudios desarrollados en pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merrill) por Yabor et al. (2006)
sefalaron que el aumento de las clorofilas en las plantas micropropagadas con respecto a las
macropropagadas puede deberse al efecto de la revigorizacion que adquieren las plantas salidas de
un sistema de micropropagacion. Preece y Sutter (1991) y Rodriguez et al. (2003) sefalaron que
estas plantas tienen mayor capacidad fisiolégica en menos tiempo y tasa de crecimiento durante la
aclimatizacion, todo esto contribuye a que tengan menores desérdenes en la organizacion de las

granas de los cloroplastos.
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Al concluir el analisis de los indicadores anatémicos Yy fisioldgicos estudiados, el somaclén P3R5
mostré varios de estos que conjugados, determinan que se beneficie el proceso fotosintético.
Posee mayor tasa fotosintética, mayor eficiencia en el uso del agua, mayor concentracién intercelular
de CO;, y mayor contenido de pigmentos clorofilicos, o que se relaciona con la mayor tasa de
fotosintesis, aunque los valores de los paréngquimas sean intermedios y mas bajos que en el cultivar
donante. Su nivel alto de CO, intercelular contribuye al cierre de los estomas, lo que disminuye el
proceso de transpiracion, aun cuando su densidad estomética y longitud de los mismos sea menor
gue el donante, pues aunque no se estudioé el fenémeno de apertura y cierre de los estomas es de
suponer que tiene un eficiente sistema que evita la pérdida de agua por transpiracion y a la vez una

correcta fijacién del CO, atmasférico por la fotosintesis.

El somaclon Enana por el contrario reveld niveles bajos de fotosintesis, concentracion intercelular de
CO, y eficiencia en el uso del agua, lo que sumado con sus niveles bajos de clorofilas y de desarrollo
de sus parénquimas y su alta transpiracion, lo convirtieron en un individuo poco eficiente en los

procesos fisiol6gicos estudiados.

La comparacion de ambos somaclones demostr6 que P3R5 tuvo mejor capacidad fotosintética,
porgue la mayor concentracion interna de CO, (Figura 10B) esta mas relacionada con la actividad
metabdlica de las carboxilaciones. De este modo, del aumento de la concentracién interna de CO,
se deduce que ese CO, subestomatico, lleg6 a las células del tejido estudiado para ser fijado en la
fase carboxilativa, como también demostrd De Oliveira Silveira (2010) en plantas de café.

El somaclén Enana mostré otro comportamiento, ya que la concentracion intercelular de CO, fue
superior a la variedad donante, pero la fotosintesis fue inferior, posiblemente por los cambios
estructurales ya analizados o a la reduccién en la regeneracion de la 1,5 difosfato ribulosa, segun

consideraciones de Liao y Lin (2001) en la interpretacion de la adaptacion de plantas estresadas.
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4.2.3 Caracterizacion bioquimica.

Los resultados de los niveles de malondialdehido se expresan en la figura 12A, donde se observo
variacion significativa entre el somacléon Enana y el cultivar donante; este somaclon presento el

mayor valor, sin diferencias respecto a P3R5.

Los valores determinados de malondialdehido (metabolito de respuesta al estrés de las plantas
(Dumet y Benson, 2000) no son excesivos y estan dentro del rango 6ptimo (Tsun-Thai et al. 2005).
Los valores mostrados por Enana fueron superiores a P3R5 y muy superiores al cultivar donante,

entre estos dos Ultimos genotipos no existieron diferencias significativas.

Al considerar el malondialdehido un producto final de la peroxidacion lipidica que puede ser
mutagénico (Marnett, 1999), los niveles mas altos en los somaclones y fundamentalmente en Enana,
pueden haber afectado los niveles de produccion de acidos nucleicos y por tanto producir
alteraciones en el ADN. En estudios realizados durante la etapa de aclimatizacion de la pifia (Ananas
comusus L. Merr.), los niveles de malondialdehido y otros aldehidos disminuyeron en las plantas

trasformadas genéticamente (Yabor et al. 2006; Yabor et al. 2008).

Los analisis relacionados con otros aldehidos mostraron a P3R5 con la menor media y con

diferencias estadisticas, tanto con Enana como con el cultivar donante (Figura 12B).

El resultado de otros aldehidos no fue el esperado en P3R5, este somaclén mostré mayor valor de
malondialdehido sin diferenciarse de Enana y de acuerdo con Moller (2001) este metabolito es
promotor de la formacion de otros aldehidos, sin embargo, Enana si mostré el comportamiento
sefalado. El donante, contrariamente con un nivel mas bajo de malondialdehido, alcanz6 un valor

mas alto de otros aldehidos sin diferir del somaclén Enana.
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Figura 12. Malondialdehido (A) y otros aldehidos (B) de los tres genotipos de pifia
(Ananas comosus var. comosus L. Merril), en la cuarta generacion. Medias con
letras desiguales difieren estadisticamente (ANOVA de un factor, Tukey p=<0,05).
Los valores representan las medias ES (n=9).
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Respecto al comportamiento de los fenoles, en la figura 13A se muestran los resultados de los
fenoles ligados a la pared celular, donde los mayores valores se encontraron en P3R5 sin diferir
del cultivar donante, sin embargo, Enana tuvo los menores valores con diferencias estadisticas

respecto a los primeros.

La figura 13B indica el nivel de fenoles libres, P3R5 mostré el menor valor, sin diferenciarse del
somaclén Enana, mientras el cultivar donante tuvo el mayor nivel de estos. Los fenoles totales
fueron superiores en P3R5 y el cultivar donante, ambos difirieron estadisticamente del somaclon

Enana (Figura 13C).

Faivre-Rampant et al. (2000) en sus estudios en tabaco sefialaron haber obtenido mutantes que
contenian altos niveles de auxinas protectoras denominadas acido clorogénico (que es un
dihidroxifenol), asi como de fenoles totales. Estos autores sefialaron que existen muchas
cumarinas (fenoles) que tienen efectos no bien conocidos en varios procesos bioquimicos y
fisiol6gicos, con un comportamiento inestable, pues en ocasiones bajos niveles se comportan
como estimuladores y altos niveles como inhibitorios, asi como, que tienen ambos efectos;
estimulantes o inhibitorios en la sintesis de proteinas, respiracion y fotofosforilacion y disminuyen
el metabolismo de los carbohidratos.

Los mayores niveles de fenoles totales y ligados a la pared celular en el somaclén P3R5 y en el
cultivar donante, pueden propiciar en los mismos mayor proteccion y tolerancia, comparado con el
somaclon Enana si estos fueran sometidos y evaluados en condiciones de estrés.

Urubcova et al. (2000), sefialaron la disminucién del nivel de fenoles, principalmente derivados del
acido cindmico, después de aplicar un inhibidor de la fenilalanina amonio liasa, lo que deja clara la
interrelaciéon de los fenoles con esta enzima, también Taiz y Zeiger (2006) indicaron que un
incremento de la actividad de esta enzima en las plantas, estimula la sintesis de compuestos

fendlicos.

83



Fenoles ligados a la pared celular

A
9000 ~
a
8000 -+
E 7000 +
= b
= 6000
P i
3 |
©
S 5000 |
1]
o
“(; 4000 o
2]
[
= 3000 A
=)}
(=]
£ 2000 -
1000 A
0 T 1
Espariola roja P3R5 Enana B
pinarefia —
(donante) % 1600 - a
Genotipos £ 1400 +
©
g P 1200 b
23 1000 - T
$ © 800 - l
2 =
S g 600 -
w ©
C S 400 -
@ 200 - s
& SRS
< 10000 - 0 ' '
S 9000 - a a E s pafiola roja P3R5 Enana
” S 8000 - pinarefia
< 3 7000 - T (donante)
k<] 8 6000 - T i
2 § 5000 - Genotipos
S g 4000 +
$ & 3000 -
= 2000 -
© 1000 - :
g 0 T Eam— T 1
Espafiola roja P3R5 Enana
pinarefia
(donante)

Genotipos

Figura 13. Fenoles ligados a la pared celular (A), fenoles libres (B) y fenoles
totales (C) de los tres genotipos de pifia (Ananas comosus var. comosus L.
Merril), en la cuarta generacion. Medias con letras desiguales difieren
estadisticamente (ANOVA de un factor, prueba HSD Tukey p=<0,05). Los
valores representan las medias *ES (n=9).
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El nivel de fenoles libres en P3R5 solo representd el 37% respecto al donante (472,58 mg.g™"
masa fresca de la hoja /1273,44 mg.g~* masa fresca de la hoja).

Segun Salisbury y Ross (1992) los compuestos fendlicos; antocianina, lignina, tirosina, triptéfano,
auxinas y fenilalanina son generados en la glucdlisis a partir del fosfoenolpirdvico. Muchos
compuestos fendlicos surgen de la ruta del &cido shiquimico y de sus reacciones. Hay cuatro que se
derivan de la fenilalanina y la tirosina: cinAmico, p-cumérico, cafeico y tellrico, estos son importantes,
no porque abunden de forma libre, sino, porque se transforman en varios derivados combinados con
proteinas, estos derivados incluyen fitoalexinas, lignina y diversos flavonoides como las antocianinas.
La formacion de derivados mediante la conversion de la fenilalanina en &cido cinamico es una
reaccion muy importante. Esta reaccion es catalizada por la fenilalanina amonio liasa, ademas, la
formacion de lignina explica que a mayor nivel de fenoles ligados a la pared celular se proporciona
mayor resistencia y rigidez de las hojas y partes de la planta, que aporta ademas de sostén,
resistencia contra el ataque de patdgenos e insectos. Estos fundamentos sustentan el hecho de que
P3R5 y la variedad donante, que mostraron los mayores niveles de fenoles ligados a la pared celular
y fenoles totales pueden ser mas tolerantes a condiciones de estrés, tanto bidtico como abidtico.

El contenido de proteinas fue superior en los somaclones respecto al cultivar donante (Figura
14A). Las diferencias en la concentracion de proteinas totales pudieran estar dadas por las
transformaciones que ocurrieron en los genes, algunos de los cuales pudieran estar involucrados
en este proceso y que propiciaron un metabolismo mas eficiente para la sintesis de las mismas en
los somaclones y estas tuvieron un marcado efecto en el fenotipo, al ser las proteinas las
biomoléculas encargadas de realizar la informacién contenida en los genes.

Al comparar los somaclones y el cultivar donante en cuanto a la actividad de la fenilalanina
amonio liasa (Figura 14B), asi como en su actividad especifica (Figura 14C), se encontraron
diferencias estadisticas entre los genotipos, con mayor actividad en el somaclén Enana. El

somaclon P3R5 y el donante no difirieron y mostraron los valores mas bajos.
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Sin embargo, el cultivar donante mostro el 46% de la actividad de la fenilalanina amonio liasa
comparado con Enana (0,29 U.g™' masa fresca de la hoja / 0,62 U.g™' masa fresca de la hoja) y su
actividad especifica 0,0071 U.mg™" de proteinas / 0,0157 U.mg~" de proteinas). En el somaclén
P3R5 la tendencia es la misma, solo que las diferencias entre este y el cultivar donante son
menores.

El somaclon Enana mostré mayor actividad de esta enzima comparado con el cultivar donante, lo
gue esta en correspondencia con los resultados de Fernandez et al. (2003) quienes encontraron
mayor actividad de la enzima en somaclones y mutantes de arroz resistentes y sefialaron que se
pueden haber afectado los genes involucrados en la expresion de la misma.

En el caso del somaclén Enana, con una alta actividad de la fenilalanina amonio liasa y que ademas
posee niveles bajos de clorofilas a, b, asi como totales, se corresponde con los criterios de Yabor et
al. (2009) que sefalaron que esta enzima puede disminuir el contenido de clordfilas.

El comportamiento de la actividad de la superdxido dismutasa (Figura 15A) y su actividad especifica
(Figura 15B) demostré que son superiores en el somaclon P3R5 y el cultivar donante, sin diferir entre
si. El menor valor lo mostr6 el somaclon Enana.

Decrecimientos significativos se obtuvieron en el somaclén Enana respecto al cultivar donante en
cuanto a la actividad de la superéxido dismutasa (0,33 U.mg™"' masa fresca de la hoja / 0,85 U.
mg~' masa fresca de la hoja) y en su actividad especifica (8,27 U.mg™" de proteina / 21,16 U.mg™’
de proteina), mientras que el somaclén P3R5 incrementd sus valores respecto al cultivar donante
(0,9 U.mg™" masa fresca de la hoja / 0,85 U.mg™" masa fresca de la hoja) en cuanto a la actividad
y (23,7 U.mg™" masa fresca de la hoja / 21,16 U.mg™' masa fresca de la hoja) en la actividad

especifica. En el somaclén P3R5 se destaca el incremento experimentado.
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Figura 14. Proteinas (A), actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (B) y
actividad especifica de la enzima fenilalanina amonio liasa (C) de los tres
genotipos de pifia (Ananas comosus var. comosus L. Merril), en la cuarta
generacion. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (ANOVA de
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No obstante hay algunos aspectos que necesitarian ser esclarecidos posteriormente, pues el
somaclén Enana que también mostré mayor contenido de proteinas, tuvo a diferencia de P3R5 y
el donante, menor actividad de superéxido dismutasa y de su actividad especifica. En ambos
somaclones la actividad enzimatica debié ser superior si se tiene en cuenta que los incrementos
pueden propiciar el desarrollo del contenido de proteinas, pues la superoxido dismutasa es capaz
de disminuir las concentraciones del anion superoxido, que tiene la propiedad de ocasionar dafios
oxidativos a las proteinas; aunque en Ultima instancia la actividad de la enzima mostrada es
suficiente para evitar los dafios anteriormente explicados, aun cuando es menor que en P3R5.
Existen varias enzimas que intervienen en el sistema de defensa antioxidante, entre ellas se
encuentra la superéxido dismutasa que protege a las plantas de los efectos del oxigeno reactivo,
tales como los radicales superoxido, el peréxido de hidrogeno (H,0,), los radicales hidroxilos que
se producen en proporciones elevadas cuando se exponen las plantas a condiciones de estrés
(Mittler, 2002). En las plantas, las especies reactivas de oxigeno son continuamente producidas
por procesos del metabolismo aerébico, por ejemplo las reacciones de fotosintesis y respiracion.
La acumulacion celular de estas, que son altamente reactivas es citotoxica. Las cascadas de
oxidacion-reduccion (redox) de las cadenas fotosintética y respiratoria, de transporte de electrones,
no solo proveen la energia para el metabolismo, sino también generan las sefiales redox y ambas
participan en la regulacion de todos los aspectos de la biologia de las plantas, desde la expresion de
genes y su traduccion hasta la guimica de las enzimas (Kim et al. 2009).

Segun los criterios de Raimbault et al. (2011) estos sistemas de defensa incluyen otras sustancias
antioxidantes de bajo peso molecular (acido ascorbico, glutatione y tocoferoles), aparte de enzimas
gue regeneran formas reducidas de los antioxidantes. El efecto principal de la superéxido dismutasa
es su interaccidn con especies reactivas de oxigeno.

En investigacion de Edna et al. (2008) se sefaloé que la superdxido dismutasa tiene como primer
blanco las clorofilas, cuyos niveles aumentaron como mecanismo de defensa para proteger y

estabilizar las membranas de los cloroplastos, lo cual mantuvo la actividad metabdlica y
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fisiolégica. Los resultados del presente trabajo consolidan este criterio en el caso del somaclon
P3R5, en el que se encontré mayor actividad de la enzima que correspondié con los niveles mas
elevados de clorofilas a y b, asi como totales y en el somaclon Enana que contrariamente los
niveles mas bajos de clorofilas, coincidieron con la mas baja actividad de la superdxido dismutasa.
Alta actividad de superdxido dismutasa se encontré en somaclones de arroz (Guo et al. 2006b) vy
pastos (Zhang et al. 2006; DaCosta y Huang 2007), no obstante la respuesta respecto a esta
enzima no siempre es igual, pues somaclones de pastos (Stenotaphrum secundatum Walt.
Kuntze) mostraron la actividad de superoxido dismutasa mas baja, comparados con la variedad
donante después de un prolongado estrés de humedad (Lu et al. 2009), lo que se atribuyé
precisamente al periodo extremo de estrés hidrico.

La actividad significativamente mas baja de superdxido dismutasa en el somaclén Enana, indico una
menor capacidad de este para eliminar los radicales superéxido, por lo que tendrd menor proteccién
contra el dafio oxidativo. Sin embargo, P3R5 y el cultivar donante que no difirieron significativamente
y mostraron la mayor actividad, tendran mayor capacidad para eliminar estos radicales y por tanto ser
mas tolerantes a este dafio. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Mckersie et al. (1996,
1999) en plantas transgénicas de alfalfa (Medicago sativa L) con alta actividad de superéxido
dismutasa, menos afectadas por déficit hidrico y bajas temperaturas, asi como, en cultivares de
banano (Musa acuminata Colla) tolerantes a condiciones de estrés (Tsun-Thai et al. 2005).

La actividad de la fosfoenol piruvato carboxilasa y su actividad especifica no mostraron diferencias
entre los somaclones y el cultivar donante. El comportamiento similar respecto a la fosfoenol
piruvato carboxilasa indic6 que los somaclones y el cultivar donante pueden desarrollar de forma
adecuada los procesos en los que esta involucrada esta importante enzima, si se tiene en cuenta
que la misma interviene en la asimilacion del CO, en el malato por la carboxilacién de la misma
durante la noche.

Las plantas de pifia tienen un sistema altamente eficiente respecto al proceso fotosintético en el que

la fosfoenol piruvato carboxilasa juega un importante papel. Segun los criterios de Londers et al.
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(2010) la asimilacion del CO, en la noche ocurre mediante su integracion con el malato por la
carboxilacién de esta y durante el dia el CO, se procesa via rubisco con los estomas cerrados, este
€S un mecanismo que poseen las plantas que cumplen el metabolismo del &cido crasulacianico y que
de acuerdo con Salisbury y Ross, (1992) los estomas de estas plantas permanecen cerrados durante
el dia y abren por la noche, controlado por las concentraciones internas de CO,. Este mecanismo
hace a las plantas de pifia eficientes en el uso del agua y en sentido general en el proceso
fotosintético, aprovechan de manera efectiva este fenbmeno para evitar la pérdida de agua. El
somaclon P3R5 resultd altamente eficiente en el uso del agua, comparado con los otros dos
genotipos.

Los cambios registrados en las figuras 10A y 10D, relacionados previamente con las carboxilaciones
no se manifestaron en estos resultados de la fosfoenol piruvato carboxilasa, porque estos se
realizaron en el horario diurno, podrian variar en andlisis de muestreos nocturnos.

También sucede que muchas plantas CAM son inducibles, en las que el tiempo y la severidad del
estrés incrementan la actividad de la fosfoenol piruvato carboxilasa. En contraste en las plantas CAM,
la edad de la planta, en especial de la hoja donde se evalla es el factor del que depende la actividad
de esta enzima (Amagasa, 1982). Casi siempre las plantas CAM son plantas C3 facultativas,
cambian a fotosintesis tipo C3 después de abundante agua con luz diurna o noches calurosas
(Salisbury y Ross, 1992).

La enzima se relaciona ademas con otras funciones fisiologicas, entre ellas reacciones anapleréticas
en el Ciclo de Krebs, cuando existe mucha demanda de precursores carbonados para biosintesis
aminoacidica (Huppe y Turpin, 1994), como presuponen los incrementos en los contenidos proteicos
registrados en los somaclones evaluados. También existen resultados que demuestran su
contribucion al control del balance C/N (Zhang et al. 1995) y a los procesos reproductivos (Gonzéalez
et al. 1998), sin embargo en plantas CAM es esencial en el metabolismo fotosintético como ocurrié

en las plantas de pifia en este estudio.
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4.2.4 Resumen de la caracterizacion genotipicay fenotipica de los somaclones.

+ Modificaciones fenotipicas en los somaclones.

La tabla 11 resume los cambios en el fenotipo de los somaclones P3R5 y Enana con respecto al
cultivar donante. Se analizaron 44 indicadores basados en una amplia gama de rasgos morfologicos,
anatémicos, fisiologicos y agricolas. Los datos mostraron las caracteristicas donde la variacion
somaclonal ocurrié en la pifia cultivar Espafiola roja pinarefia en las condiciones de la presente
investigacion. P3R5 difirié del cultivar donante en 20 caracteristicas (20/44; 45,4%), mientras Enana

lo hizo en 31 (31/44; 70,4%).

El andlisis sefialé caracteristicas que disminuyeron o aumentaron su expresion, asi como otras
modificaciones comparadas con el cultivar donante. La variacién en estos indicadores fue diferente

en cada somaclon.

Entre las caracteristicas que diminuyeron y que son comunes a ambos somaclones se encuentran el
ndmero de estomas por mm?® y el espesor de los vasos conductores y parénquimas. Mientras
aumentaron en ambos somaclones el nimero de brotes basales, niUmero de brotes criollos,
concentracion intercelular de CO,, contenido de proteinas y la actividad especifica de la fenilalanina

amonio liasa.

Las modificaciones en el fenotipo se sefalaron por Jain (2001) y Li et al. (2010a), los que
relacionaron 22 cultivares de diferentes especies que fueron obtenidos mediante variacion
somaclonal, con caracteres mejorados que incluyeron el rendimiento, arquitectura de las plantas,

color, asi como, tolerancia a enfermedades, a la salinidad, a las altas y bajas temperaturas.
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Somaclones Indicadores fenotipicos

No modificado respecto al cultivar donante Disminuy6 respecto al cultivar donante Aumento6 respecto al cultivar donante Otras modificaciones

respecto al cultivar
donante

P3R5 24 indicadores: 9 indicadores: 11 indicadores:
*(20/44; Altura de la planta; Diametro del pedunculo; Nomero Presencia de espinas en las hojas; Numero de brotes basales; Numero
45,4%) de claveles; Masa del fruto con corona; Niumero de Presencia de espinas en la corona; de brotes criollos; Tasa fotosintética;

ojos del fruto; Altura del fruto; Diametro del fruto; NUmero de estomas/mm?; Diametro de los  Eficiencia en el uso del agua;

Numero de coronas; Vitamina C; Acidez del fruto; haces vasculares; Espesor del Concentracion intercelular de COg;

Ciclo; Color de las hojas; Estructura de las plantas; parénquima  acuifero; Espesor del Clorofilas a+b; Clorofila a; Clorofila b;

Forma de los ojos; Color del fruto; Forma del fruto; parénquima clorofilico; Tasa de proteinas; Actividad de Fenilalanina

Didmetro de los estomas; Tasa fotosintética; transpiracion; Otros aldehidos; Fenoles amonio-liasa; Actividad especifica de

Malondialdehido;Fenoles ligados a la pared; libres. Fenilalanina amonio-liasa.

Fenoles totales; Actividad de superdxido dismutasa;

Actividad especifica de superéxido dismutasa;

Actividad de la Fosfoenol piruvato carboxilasa;

Actividad especifica de la Fosfoenol piruvato

carboxilasa.
Enana 13 indicadores: 19 indicadores: 8 indicadores: 4 indicadores:
*(31/44; Numero de coronas; Vitamina C; Acidez del fruto; Altura de la planta; Diametro del Numero de brotes claveles; NUmero Hojas de color verde
70,4%) Presencia de espinas en las hojas; Forma de los peddnculo; Masa del fruto con corona; de brotes basales; Numero de brotes claro y zonas rojizas;

ojos del fruto; Presencia de espinas en la corona del
fruto; Diametro de los estomas; Tasa de
transpiracion; Otros aldehidos; Fenoles ligados a la
pared; Fenoles libres; Actividad de  Fosfoenol
piruvato carboxilasa; Actividad especifica de
Fosfoenol piruvato carboxilasa.

NUumero de ojos en el fruto; Altura del
fruto; Didmetro del fruto; Ciclo; Numero de
estomas/mmz; Diametro de los haces
vasculares; Espesor del parénquima
acuifero;  Espesor del parénguima
clorofilico; Eficiencia en el uso del agua;
Tasa fotosintética; Clorofilas a+b; Clorofila
a; Clorofila b; Fenoles totales; Actividad de
Superoxido dismutasa; Actividad
especifica de Superdxido dismutasa.

criollos; Concentracion intercelular de

CO;,; Malondialdehido; Proteinas;
Actividad de Fenilalanina amonio-
liasa; Actividad especifica de

Fenilalanina amonio-liasa.

Estructura de la planta
de ligeramente abierta
a compacta; Frutos de
color anaranjado rojizo
a amarillo verdoso;
Frutos con forma de
barril a bloque
cilindrico.

*Porcentaje de modificaciones respecto al donante.
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+ Coeficiente general de variacién para cada indicador fenotipico.

Los coeficientes generales de variacion (Tabla 12) indicaron que el nUmero de brotes claveles fue
notablemente diferente (173,21%) respecto a los demas indicadores. La clasificacion de los
coeficientes totales de variacion de los otros indicadores del fenotipo se realiz6 en tres categorias:
menos de 23%, entre 23 y 46% y més de 46%. Los indicadores que mostraron los mayores valores
del coeficiente de variacion general fueron los mas influenciados por el cultivo in vitro, ya que este
coeficiente involucrd a todos los valores promedios observados de cada uno de los individuos en

estudio.

Se determiné que la eficiencia en el uso del agua, la concentracion de clorofila a, b y total, la tasa de
transpiracion, el espesor del parénguima clorofilico, la masa de la fruta con corona, el contenido de
fenoles libres y la actividad especifica de la superdxido dismutasa fueron también muy diferentes, con

valores superiores a 46%.

Trece indicadores manifestaron valores entre 23 y 46%, entre ellos los relacionados con las
caracteristicas de las plantas; altura, nUmero de criollos, nimero de brotes basales y didmetro del
pedunculo. Los relacionados con el fruto: didmetro, altura y ndmero de ojos del fruto y los
relacionados con la anatomia: parénquima acuifero y vasos conductores, asi como con la
concentracion intercelular de CO,, actividad enzimatica de la superéxido dismutasa, la actividad de la

fenilalanina amonio liasa y el uso del agua.

Sin embargo, el nivel de otros aldehidos, nivel de malondialdehido, nivel de fenoles ligados a la pared
celular, contenido de proteinas, actividad de la fosfoenol piruvato carboxilasa, la actividad especifica
de la fosfoenol piruvato carboxilasa, nivel de fenoles totales, nimero de estomas por mm?, didametro
de los estomas, tasa fotosintética, ciclo de la planta y el contenido de vitamina C del fruto mostraron
variabilidad baja, lo que demostré que estos Ultimos indicadores fueron menos influenciados por el

cultivo in vitro.

94



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 12. Resumen de los efectos de la variacion somaclonal en el fenotipo de
P3R5y Enana.

Carécter fenotipico Coeficiente de variacion general (%)
Numero de brotes claveles 173.21
Eficiencia en el uso del agua 70.00
Clorofila b 64.57
Clorofilaa +b 57.06
Tasa de transpiracion 56.70
Clorofila a 53.99
Espesor del parénquima clorofilico 51.53
Masa fruto con corona 46.79
Fenoles libres 46.15
Superoxido dismutasa. Act.Esp. 46.10
Espesor del parénquima acuifero 45.44
Superoxido dismutasa. Act.Enz. 45.36
Altura de la planta 38.30
Fenilalanina amonio liasa. Act.Esp. 38.15
Fenilalanina amonio liasa. Act.Enz. 37.16
Didametro vasos conductores 36.94
NuUmero de brotes criollos 34.64
Diametro del fruto 28.94
Concentracion intercelular de CO, 28.16
Numero de brotes basales 26.96
Diametro del pedunculo 26.45
Altura del fruto 26.39
Numero de ojos del fruto 25.33
Otros aldehidos 22.83
Malondialdehido 18.45
Fenoles ligados a pared 17.59
Proteinas 15.85
Fosfoenol piruvato carboxilasa.Act.Enz 14.93
Fosfoenol piruvato carboxilasa.Act.Esp 14.11
Fenoles totales 13.47
Estomas/ mm2 13.41
Diametro de estomas 11.38
Tasa fotosintética 6.66
Ciclo de la planta 3.46
Vitamina C 2.30
Numero de coronas del fruto 0.00
Acidez total del fruto 0.00

+ Distancias euclideanas de los somaclones respecto a la variedad donante.
La figura 16 muestra las distancias euclideanas de cada somaclon respecto al cultivar donante, al

considerar el genotipo (AFLP) y las evaluaciones del fenotipo, lo que permite revelar a la totalidad
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de los indicadores fenotipicos en estudio y su relacion con las caracteristicas genéticas, se aporta

de esta forma la interaccion de ambos factores.

Con respecto a la informacion del genotipo, P3R5 se separ6 del cultivar donante Espafiola roja
pinarefia por 2,83 unidades de distancia euclideana y Enana por 3,00 unidades. Sin embargo, los
indicadores del fenotipo revelaron diferencias més altas: 3,74 en P3R5 y 4,71 en Enana. Los cambios
en el fenotipo se produjeron con la manifestacion de diferencias genéticas menores, lo que segln
Paz et al. (2005) se debe a que las técnicas moleculares exploran solo una parte del genoma. Es
muy probable que en la parte no explorada del genoma haya otras diferencias entre los
somaclones y sea en un locus de importancia agronémica. Los resultados de la presente

investigacion coinciden con los obtenidos por Chen et al. (2006) y Prado et al. (2007).
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Figura 16. Distancias Euclideanas de cada somaclén con respecto al donante Espafolaroja
pinarefia, en cuanto al genotipo y al fenotipo.

La variacion somaclonal en pifia ocurrié con una frecuencia de 0,52%, tal como se sefialé en el
andlisis de la primera generacion del presente trabajo. Se demostré posteriormente, tanto por su

caracterizacion molecular, como fisiologica y bioguimica que pequefios cambios en el genotipo,
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demostrado mediante analisis moleculares de tipo AFLP pueden producir cambios notables en el
fenotipo.

No es posible decir cuales genes se involucraron en los cambios morfoldgicos v fisioldgicos que se
observaron en este estudio pues no constituyd objetivo del trabajo, no obstante las evaluaciones
realizadas, que resumen una gran cantidad de datos de las caracteristicas fenotipicas y la
caracterizacion mediante AFLP, apoyaron las diferencias a nivel del genoma. Los genes que pueden
ser marcados mediante AFLP requeriran la hibridacion sexual entre los dos mutantes, pero debido a
que esta bien documentada la auto-incompatibilidad de la pifia, que se produce por la inhibicién del
crecimiento del tubo polinico en el tercio superior del estilo (Kerns, 1932; Majunder et al. 1964) y esta
controlada gametofiticamente por un locus simple con alelos mdultiples (Brewbaker y Gorrez, 1967),
no se puede esperar que los mutantes produzcan semillas después de la polinizacién en un
programa de hibridacion . Hay una reaccién de autorrechazo muy grande, la que es variable en
intensidad y generalmente mayor en las variedades cultivadas, lo que probablemente es el
resultado del proceso de domesticacién y la seleccion de frutos sin semillas (Coppens
d'Eeckenbrugge et al. 1993).

La presente investigacion doctoral demostrd que las plantas de pifia (Ananas comosus var. comosus
L. Merrill) cultivar Espafiola roja pinarefia obtenidas mediante organogénesis indirecta a partir de
callos en las condiciones estudiadas manifestaron variacion comprobada genética y fenotipicamente,
asi como, permiti6 la identificacion de dos somaclones que manifestaron diferencias en cuanto a su
comportamiento genético, morfoldgico, anatémico, fisioldgico y bioguimico hasta la cuarta generacion
vegetativa. De esta manera el esquema de trabajo desarrollado en la presente investigacion permitio
evaluar la variabilidad producida mediante organogénesis indirecta en pifia (Ananas comosus var.

comosus L. Merrill) cultivar Espafiola roja pinarefia y caracterizar a los somaclones obtenidos.
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V. CONCLUSIONES.

1. A partir del cultivar donante Espafiola roja pinarefia, mediante organogénesis indirecta se
obtuvieron dos somaclones estables, el P3R5 y Enana, confirmandose mediante el andlisis
de AFLP, por lo que la variabilidad generada por este método representé un 0,52% de
variacion somaclonal.

2. Al caracterizar el somaclén Enana se corrobord que presenta menor tasa fotosintética y
mayor tasa de transpiracion al compararlo con el somaclén P3R5, motivo por el cual el
uso del agua fue menos eficiente en el primero de estos.

3. Los somaclones tuvieron respuestas variables respecto a los indicadores biogquimicos
evaluados en plantas de seis meses de la cuarta generacion vegetativa; el somaclén Enana
mostré el mas bajo nivel de fenoles totales, el mas alto nivel de malondialdehido y la mayor
actividad de fenilalanina amonio liasa y superéxido dismutasa; el somaclén P3R5 el nivel
mas bajo de otros aldehidos y de malondialdehido tan alto como Enana, ambos
somaclones mostraron los contenidos mas altos de proteinas al compararse con el donante.

4. Se constatd que de los indicadores agronémicos, anato-morfolégicos, fisiolégicos y
bioguimicos evaluados para detectar diferencias, el somaclén P3R5 difirié del donante en
el 45,4% de estos, mientras que el somaclon Enana lo hizo en el 70,5%.

5. De acuerdo a los indicadores anato-morfolégicos y agronémicos evaluados, el somaclén
P3R5 se caracterizé por presentar rusticidad similar al cultivar Espafiola roja; mostrar de
manera estable menor nimero de espinas en sus hojas, lo que le confiere facilidades para
la realizacion de atenciones fitotécnicas, unido a su adaptabilidad a las condiciones
estudiadas y alcanzar rendimientos adecuados, mientras que el somaclén Enana posee

valor genético.
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VI. RECOMENDACIONES.

1. Aplicar el esquema de trabajo desarrollado en esta investigacidbn como una alternativa mas

en el programa de mejoramiento de la pifia.
2. Multiplicar y extender a &reas comparativas, en otras condiciones el somaclén P3R5, dado

su bajo contenido de espinas en las hojas y su posible uso como variedad comercial.
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