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Resumen:

El presente trabajo se realizdé con el objetivo de caracterizar los cambios
anatomorfolégicos en la diferenciacion floral de plantas de pifia cultivar
Cayena lisa (Ananas comosus (L.) Merrill) cv. Cayena Lisa y la implicacion
del gen APETALAL1 (AcPI) en el proceso. Las plantas fueron tratadas con
Ethrel® 48 a razén de 350 mg L? y las yemas fueron colectadas con un
intervalo de 12 horas durante las primeras 72 horas y a los 7 y 14, dias. El
andlisis mediante (RT-qPCR), se realizd en el tiempo cero, a las 6; 12; 18 y
24 horas después de aplicado el inductor. Los cortes histolégicos realizados,
mostraron que la iniciacion floral comienza a las 48 horas posteriores al
tratamiento de induccion floral con un domo ligeramente ensanchado y
protegido por bracteas foliares. La maxima expresiéon del gen (AcPl), fue
observada a las 24 horas. Estos resultados contribuyen a mejorar los

conocimientos acerca del proceso de diferenciacion floral en plantas de pifia.

Anabel Veroénica Véliz Tusell



Abstract:

The present work was carried out with the objective of characterizing the
anatomorphological changes in the floral differentiation of pineapple plants
cultivating smooth cayenne (Ananas comosus (L.) Merrill) cv. Lisa Cayenne
and the involvement of the APETALAL1 gene (AcPl) in the process. The
plants were treated with Ethrel® 48 at a rate of 350 mg L-1 and the yolks
were collected with an interval of 12 hours during the first 72 hours and at 7
and 14 days. The analysis by (RT-gPCR), was performed at time zero, at 6;
12; 18 and 24 hours after the inducer was applied. The histological sections
showed that the floral initiation begins 48 hours after the Floral Induction
Treatment with a slightly enlarged dome and protected by foliar bracts. The
maximum expression of the gene (AcPI) was observed at 24 hours. These
results contribute to improve knowledge about the process of floral
differentiation in pineapple plants.

Anabel Veroénica Véliz Tusell
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1. Introduccién

La pifia (Ananas comosus (L.) Merrill) es originaria del sur de Brasil y
Paraguay. Su pulpa y productos se comercializan procesados o frescos, por
su gran valor nutritivo, agradable sabor, posibilidades de industrializacion y
su gran belleza. Después del banano y el mango, es la fruta tropical mas
importante, con una produccion mundial en el afio 2012 que alcanz6 23 333
886 toneladas, mientras en Cuba fue de 84 068 toneladas (FAOSTAT,
2014). La provincia de Ciego de Avila, histéricamente mantiene la
produccioén de dicha fruta, siendo la Brigada Estatal de Pifia de la Empresa
Agroindustrial Ceballos quien posee la mayor cantidad de hectareas de

siembra, con un total de 2000 ha.

El desarrollo reproductivo de la pifia es inducido por un acortamiento del dia,
temperaturas nocturnas frescas y estd mediado por un incremento en la
produccioén de etileno, o una mayor sensibilidad al mismo, en el meristemo
apical del brote desencadenado bajo estas condiciones (Bartholomew et al.,
2003).

La transicion a la floracion es un evento importante en la vida de una planta
gque se caracteriza por un cambio en el meristema apical del brote, desde la
produccion de la hoja hasta el inicio de los 6rganos florales. Dicha transicion
de desarrollo tiene lugar so6lo cuando los factores ambientales y enddégenos
son mas favorables para el éxito reproductivo. El inicio de la floracion se
sincroniza con las estaciones cambiantes, siendo la duracion del dia y la
temperatura las sefales ambientales utilizadas para lograr esto (Corbesier y
Coupland 2006, Kobayashi, 2005). Las hormonas vegetales son mensajeros
guimicos que conectan los cambios ambientales a las respuestas de las
plantas, tales como la transicion floral que da como resultado la produccion
de fruta, que es el principal objetivo para la exploracion econdmica de las

plantas.

La percepcion de una induccién de fotoperiodo especifica ocurre en los

cotiledones y como consecuencia, se trasmite un estimulo floral hipotético a
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los apices de los brotes. La llegada de un estimulo floral en los meristemos
apicales inicia cambios bioquimicos y citoldgicos (evocacion de las flores)
que conducen mas tarde a la etapa final que es la creacion de la flor
primordial (diferenciacion de las flores). La naturaleza y las propiedades del

estimulo de floracién son desconocidas (Bernier et al., 1993).

El estudio fisiol6gico de la transicion floral ha conducido a la identificacion de
varias sefiales florales putativas como sacarosa, citoquininas (CK),
giberelinas (GA) y compuestos reducidos de nitrogeno(N) que se translocan
en la savia del floema de las hojas a los meristemos apicales del brote y
etileno en Bromelias (Bartholomew et al., 2003). Por otro lado, el enfoque
genético desarrollado mas recientemente en Arabidopsis thaliana ha llevado
al descubrimiento de numerosos genes que controlan el tiempo de floracion.
Operan en cascadas dentro de cuatro vias de promocién: fotoperiddica,
autébnoma, vernalizacion y vias de GA. Todas estas vias convergen en un
pequefio numero de genes integradores FLOWERING LOCUS T (FT) y
SUPRESOR DE LA SOBREEXPRESION DE CONSTANS 1 (SOC1), que
conducen a la activacién de los genes de identidad de meristema floral
APETALAL (AP1) y LEAFY (LFY) (Blazquez et al., 2011, Wilkie et al., 2008)

que desencadenan la transicion del meristemo vegetativo al reproductivo.

Independientemente de las referencias del tema a nivel internacional y de
estudios realizados en Cuba, no se cuenta con una caracterizacion de los
cambios morfoanatomicos de la floracibn en plantas de pifia (Ananas
comosus (L.) Merrill), cultivar Cayena Lisa asociado a la expresion de genes
de identidad floral. Por tal motivo, en el presente trabajo se planted la
siguiente hipotesis: Una caracterizaciéon de los cambios morfoanatémicos
de la floraciéon en plantas de pifia (Ananas comosus (L.) Merrill), cultivar
Cayena Lisa asociado a la expresion de genes de identidad floral permitira
interpretar correctamente la respuesta fisiolégica de la planta a diferentes

condiciones inductivas.
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Objetivo general: Caracterizar morfoanatbmicamente el proceso de
induccion floral de plantas de pifia (Ananas comosus (L.) Merrill cv Cayena

Lisa, asociado a la expresion de genes de identidad floral.

Objetivos especificos
1. Caracterizar los cambios morfoanatomicos de la inflorescencia de las

plantas de pifia (Ananas comosus (L.) Merrill cv Cayena Lisa.

2. Determinar los niveles de expresion de los genes APETALAL (AP1) en el
proceso de induccién floral de plantas de pifia (Ananas comosus (L.)

Merrill cv Cayena Lisa).
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2. Revision Bibliogréfica.

2.1Generalidades del cultivo de la pifia (Ananas comosus (L.) Merrill)

La pifia pertenece al orden Bromeliales y la familia Bromeliaceae,
representada por 56 géneros y 2 794 especies. La diversidad de formas
silvestres y cultivadas en la parte Norte del Rio Amazonas (Orinoquia, Rio
Negro, Amapa), asi como en Paraguay y sur de Brasil confirman la hipétesis
de que éste es su centro de origen (Coppens d’Eeckenbrugge y Leal, 2003;

Coppens d’Eeckenbrugge y Duval, 2009).

El amplio desarrollo de este cultivo se basa fundamentalmente a las
cualidades del fruto consumido de forma fresca o procesada, que constituye
fuente de vitaminas, minerales y su pulpa se utiliza como ingrediente en
varios alimentos (Bartholomew et al., 2003). Contiene la bromelina que es
una enzima proteolitica usada con diversos propésitos en la industria
alimenticia, la biotecnoldgica y la médico farmacéutica. En esta Ultima para
la detencién del crecimiento de células malignas (Hale et al., 2005;
Hernandez el at., 2012).

Es una especie herbacea perenne, cuya inflorescencia terminal da lugar a un
fruto multiple (Coppens d’Eeckenbrugge y Leal, 2003). Después de la
maduracion del primer fruto, la planta desarrolla nuevos brotes a partir de
yemas axilares que producen otro eje de crecimiento capaz de producir un
nuevo fruto. Las yemas del tallo dan lugar a los érganos de propagacion, en su
region basal surgen los brotes criollos, superiores a éstos los claveles y cerca
de la base del fruto los basales. Las plantas adultas pueden alcanzar de 1 a
2m de altura 'y de 1 a 2 m de ancho. Las principales estructuras morfologicas

son distinguibles en el tallo, hojas, pedunculo, fruto, corona, brotes y raices.

La inflorescencia esta dispuesta en un eje central con filotaxia 8/2 y en su
mayoria con mas de 200 flores. En Ananas comosus, la auto incompatibilidad
se produce por la inhibicion del crecimiento del tubo polinico en el tercio

superior del estilo (Majumder et al., 1964).
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El fruto es un sincarpio formado por la fusion de frutos individuales producidos
por cada flor. El nimero de cada frutillo determina el peso del fruto, que puede
variar en dependencia de las variedades desde 0,7 hasta 10 kg, aunque el

valor promedio esta entre 1,5 a 2 kg (Py et al., 1987).

El cultivo de la pifia en su desarrollo vegetativo transcurre por etapas de
crecimiento lento hasta completar su madurez fisiologica (Pefia et al., 1996).
Su ciclo puede estar dividido en tres fases: la vegetativa, que implica desde
la plantacion a la diferenciacion floral; la fase reproductiva (floracion -
fructificacion), ésta comprende la diferenciacion floral hasta la maduracion
del fruto y por ultimo la fase propagativa, la cual empieza en la fase
productiva pero continla después que la fruta es cosechada. Entre esas
fases la menos flexible es la reproductiva, independientemente que la
floracidbn sea natural o artificial (Reinhardt et al., 2000). Se hace muy
necesario el estudio de esta fase para una mejor comprensién y manejo de

este proceso fisioldgico.

2.2 Transicion floral.

Los factores externos que controlan la floracién son, entre otros, los cambios
estacionales en la duracién del dia (fotoperiodo) o en la temperatura
(vernalizacion) y los cambios diarios de la temperatura ambiental. Por otro
lado, los factores enddgenos que controlan la induccion floral son la
acumulacion de hormonas, fundamentalmente las GAs, o la edad de la

planta, y ademas existe una ruta autbnoma.

El efecto de estos factores en la transicion floral , asi como los cambios
fisiolégicos y morfolégicos que provocan, han sido objeto de estudio durante
decenios y los resultados se han descrito en multiples revisiones (Lebeau,
2009; Meij6én, 2009; Mutasa-Gottgens, 2009; Ohto et al., 2010).

El estudio de la morfologia de las hojas producidas durante el crecimiento
vegetativo muestra que a pesar de la aparente repeticion de primordios

foliares, existe una progresién continua en tamafio, forma, y en su
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disposicion a lo largo del tallo lo que denota una continua evolucién del
meristemo apical. En Arabidopsis, por ejemplo, las primeras hojas de la
roseta son pequefias, redondeadas y se encuentran dispuestas por parejas
enfrentadas, formando un angulo de 90° con la siguiente pareja.
Posteriormente, durante el desarrollo de la roseta, las hojas son mas
grandes tienen forma de espatula y se disponen en espiral a lo largo del tallo
(Yu et al.,, 2012; Zeevart, 2008). Esta progresion en la morfologia de las
hojas durante el crecimiento vegetativo se observa en multitud de especies
herbaceas y podria corresponder, por analogia a lo que ocurre en especies
lefiosas, con la transicion entre una fase juvenil y una fase adulta del

meristemo vegetativo apical (Achard., et al 2007).

Los factores que inciden en la respuesta a la diferenciacién floral, proceso
que por lo general es unidireccional, excepto en otros cultivos como los

citricos, donde en algunas etapas es reversible pero sélo parcialmente.

Durante la diferenciacion floral, el primer cambio visible del meristemo apical
gue normalmente produce hojas, es el aumento de su diametro para iniciar
la inflorescencia; después sigue aumentando y comienza el crecimiento del
pedunculo y la aparicion de los tejidos basales, primordios de los sépalos y
los pétalos; por ultimo hay una disminuciéon del diametro para formar los
primordios de carpelos y 6vulos (Coneva., et al 2012). Asi existe un
alargamiento y cambio en la forma del meristemo apical, que al formar la
inflorescencia se torna alargado y redondo o conico. A nivel de toda la planta
se observan los siguientes cambios: cesamiento del crecimiento apical
indeterminado, supresién de la elongacion de los entrenudos y de la
formacion de yemas axilares, desarrollo de las partes florales y cambios en

la filotaxia.

La primera caracteristica de la iniciacion floral es la elongacion del domo
apical de estructura simétrica. La formacion de las yemas florales es un
proceso duradero aproximadamente de ocho a diez meses durante el cual el
apice vegetativo es transformado en flor. Después de su formacion la yema

terminal es vegetativa (Coneva., et al 2012).
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Recientes estudios histo-quimicos de los apices de Pinus indican que las
células en las cuatro zonas cito-histoldgicas que pueden ser reconocidas en
el meristemo apical no son so6lo morfologicamente, sino también

bioguimicamente diferentes (Achard., et al 2007).

Los primordios foliares forman una espiral alrededor del domo apical y son
sucesivamente jovenes alrededor del tope del domo. Los primordios se
forman creciendo hacia fuera, desde el domo apical e incluyen ambas

tunicas y células del cuerpo (Wilkie, 2008).

En el estadio reproductivo los apices florales reemplazan a los vegetativos.
Se supone que el apice vegetativo se reorganiza mas o menos bruscamente
en el apice floral y que los apices son meramente dos formas diferentes de

un mismo meristemo (Meijén, 2009).

En la transicion a la floracion el apice usualmente cambia su forma
marcadamente y algunas veces cambia en tamafio. El cambio en forma esta
precedido por una elevacion del indice mitotico en el apice Jiang et al.,
(2010), sin embargo se plantea que el alargamiento de la cupula apical
resulta del incremento proporcional de los tejidos que han sido distribuidos
en el domo apical y del primordio de cada plastocromo y no es
necesariamente la funcion del ritmo de crecimiento de las células apicales.
Entonces el incremento en el volumen de la clpula apical quizas sea
acompafada por el incremento del ritmo del crecimiento y divisién celular,
como en Sinepis 0 por no cambio aparente en el ritmo de crecimiento como
en Xanthium, Epilobium (Ohto et al., 2010).

Los comienzos de las partes florales del meristemo floral (similares a dedos)
se encorvan sobre él marcadamente como el comienzo de la hoja se
encorva sobre el meristemo vegetativo apical. En cada uno de los verticilos
sucesivos de las partes florales se forman encima y en el interior del verticilo
precedente. Los sépalos se forman primero, después los pétalos, los

estambres y por ultimo los carpelos (Havelange., et al 2006).
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2.3 Bases bioquimicas y moleculares de la floracion.

La decision de iniciar la floracion es uno de los procesos mas importantes de
las plantas y esta controlada por distintas rutas genéticas que responden a
estimulos ambientales y enddgenos, activando genes, denominados
integradores florales. Los primeros actiGan como interruptores que, al
encenderse, desencadenan la transicion floral y ponen en marcha el
programa ABC de desarrollo floral. Toda la informacion necesaria para
determinar el momento de la floracion tiene como objetivo controlar a estos
interruptores, algo que consiguen las distintas sefales ambientales vy
endogenas (Blazquez et al., 2011).

Entre los factores externos mas influyentes, se destacan la duracion relativa
de los dias y las noches (fotoperiodo) y los cambios ciclicos a lo largo del
afio en la temperatura Beltran et al., (2012). La respuesta a la duracion del
dia se produce gracias a una dotacibn de detectores de luz, los
fotorreceptores vegetales y a un reloj celular autbnomo que marca periodos
de 24 horas y permite que cada célula se anticipe a los ciclos de luz y
oscuridad y desplace la sefial de las hojas al meristemo donde se produce la
floracion. En este proceso el meristemo cambia la produccién de hojas para

la iniciacion de la flor.

La temperatura es otro factor de gran importancia en la induccion floral. En
este caso, se ha descrito que el meristemo apical expuesto a bajas
temperaturas en plantas anuales o bianuales durante el crecimiento
vegetativo aceleran su diferenciacion floral Wollenberg y Amasino, (2012). Al
respecto, muchas especies y variedades vegetales muestran diferentes
requisitos de exposicién al frio antes de florecer. Algunas herbaceas no
florecen a menos que se sometan a un periodo prolongado de frio, y suelen
ser plantas bianuales, como la remolacha azucarera. Otras, en cambio,
aceleran su floracion en respuesta al frio, este es el caso de variedades
anuales de invierno, como los cereales de consumo humano (Kumar et al.,
2012; Mutasa-Goettgens et al., 2012).
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La induccion de la floracion a través del transporte de las sefiales por el
floema del locus FT de la floracion (FT) y de la Giberelina (GA) hasta el
apice de la planta segun Yu et al., (2012) el cual reconocen que la sacarosa
al moverse por el floema puede representar un factor adicional critico en el

control de la transicién a la floracion.

Las fitohormonas cumplen un papel importante en la regulacion de muchos
procesos del desarrollo de la planta. En este caso el efecto mas importante
sobre el control de la floracién lo protagonizan las giberelinas (GAs). En
Arabidopsis thaliana y un gran nimero de dicotiledéneas, con una escasa
sintesis o percepcion de las GAs, florecen mas tarde en condiciones de dias
largos e incluso no florecen cuando el dia es corto. Estas observaciones
hacen suponer que las GAs permiten asegurar la floracidon en casos de
ausencia de otros estimulos ambientales. Esta fitohormona resulta aln mas
decisiva en algunas especies que habitan en los trépicos, para las que el
paso de las estaciones no supone una sefal inductiva (Mutasa-Goéttgens y
Hedden, 2009).

Adicionalmente, se sabe que las GAs estan relacionadas con la induccion
floral de las especies frutales y su accién es, en este caso, inhibidora frente
a la accién promotora que esta sustancia ejerce en especies herbaceas. Asi,
en citricos, se ha comprobado que las GAs inhiben la floracion al regular
negativamente la expresion del gen CiFT (Mufioz- Fambuena et al., 2012).
Resultados similares se han obtenido en otras especies frutales como el

mango (Manguifera indica L.) (Nakagawa et al., 2012).

Por otra parte, el suministro de benzylaminopurina durante ocho horas en la
raiz de plantas de Arabidopsis cultivadas en hidroponia, fue suficiente para
inducir la floracion en dias cortos (DCs), poco inductivos. Sin embargo,
cuando se aplica al meristemo apical en Sinapis alba, causa una actividad
mitética temprana en el meristemo apical, en ausencia de la induccion de
dias largos (DLs) Bernier, (2011). Por esta razén también se reconoce la

participacion de las citoquininas en la floraciéon en ambas especies.
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Ademas, es posible que las citoquininas y los genes FT de plantas de S.alba
actlen sinérgicamente en el meristemo apical, y sean responsables de la
regulacion de genes integradores florales tales como SaSOC1 (Supresor de
la sobre-expresion de Constansl) y la activacion mitética (D’Aloia et al.,
2011; Bernier, 2013).

El acido abscisico (ABA) regula varios procesos fisiologicos en las plantas,
declardndose la primera sustancia identificada como antiflorigeno, al ser
considerado como un represor floral. La floracion temprana en fenotipos de
mutantes deficientes de ABA y alelos de mutantes insensibles al azucar,
contribuyen con este criterio Rolland et al., (2006). Sin embargo, el ABA no
parece tener una funcion general como represor de la floraciéon, porque en

algunas especies este proceso puede ser inhibido y en otras no.

En este sentido, Jiang et al., (2010) informaron que la proteina FCA (Control
de la Floracién en Arabidopsis), se une al ABA y la interaccion tiene efectos
moleculares en la ruta autbnoma de la floracion y por tanto, en la capacidad

de la planta a realizar la transicién hacia la floracion.

Otras fitohormonas como el acido salicilico (Wada et al., 2010), el etileno
(ET) (Achard et al., 2007) y el acido ascorbico (Kotchoni et al., 2009), son
sugeridas como sefiales florales. Sin embargo, la participacion del ET es
mas evidente en la induccién floral de algunas especies, incluidas las
Bromeliaceas, y consideradas como un caso especial (Takeno et al., 2012).
También se ha determinado el efecto sobre la estimulacion del alargamiento
de las estructuras florales probablemente por la mediacion de las giberelinas
con éste. Adicionalmente se asocia con la actividad del factor de
transcripcion apétala 2 (AP2), que se liga al elemento de respuesta al etileno
y a determinados aspectos de la identidad floral del meristemo y desarrollo
del évulo (Symons et al., 2006).

En un inicio se propuso la existencia de una hormona uUnica y universal
llamada “florigeno” la cual actuaba de sefial quimica o estimulo

(Chailakhyan, 1936). Sin embargo, sélo recientemente fue atribuido a la
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proteina FT su transporte, desde las hojas por el sistema vascular hacia el
apice del tallo, donde se activan los genes cuesta abajo en la cascada de
transduccion de sefiales antes que se produzca la floracién. Este es uno de
los descubrimientos recientes mas importantes en la Biologia de las plantas
(Tarck et al., 2008; Zeevart, 2008).

Tras alcanzar el meristemo, la proteina FT forma un complejo con el factor
de transcripcion FD (locus FD de la floracion), el cual se expresa
fuertemente en el apice en condiciones inductivas (Abe et al., 2005). Este
complejo FT-FD activa la expresién de otro gen involucrado en la induccion
floral, SOC1, que integra multiples sefiales inductoras como el fotoperiodo,
la temperatura, el balance hormonal y las sefiales relacionadas con la edad
de la planta, de modo que su expresion marca el inicio de la induccion floral
en los meristemos (Lee y Lee, 2010). Estas evidencias confirman que el
proceso de induccién floral ocurre por la accion de mdultiples factores, y no

por la atribucién al florigeno de una funcion del tipo hormonal.

En el caso de la pifia, el silenciado del gen ACACS2 de la ACC sintetasa (EC
4.4.1.14), la identificacibn de homologos parciales del gen LFY, FT, y
PISTILLATA (Lingling et al., 2011; Lingling et al., 2012), evidencian cierto
avance en el conocimiento de la floracién de plantas de pifia. Sin embargo,
es preciso comprender otros aspectos bioquimicos y moleculares que
contribuyan a establecer una red de sefalizacion que integre los factores
gue se encargan de poner en marcha el desarrollo de la inflorescencia para
manejar este proceso en funcion de la productividad del cultivo.

2.4 Lafloracién en plantas de pifiay factores involucrados

La diferenciacion floral en plantas de pifia tiene gran singularidad al
desencadenarse artificialmente por sustancias quimicas o de forma natural.
Este proceso puede ser mejor comprendido si se conoce el ciclo biolégico de
la planta, que puede ser de 12 a 30 meses hasta la produccién del primer
fruto, en dependencia de las condiciones ambientales y de las atenciones al
cultivo (Cunha, 2005; Kist et al., 2011).
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Para que ocurra la diferenciacién floral, el primer cambio morfolégico que
indica la transicion de un meristemo vegetativo a otro reproductivo es el
aumento de la division celular en la zona central inmediatamente inferior a la
parte apical del meristemo vegetativo (Bartholomew et al., 2003). Este
proceso de floracion se favorece por el acortamiento de los dias,
temperaturas frias en la noche, estado fisiologico de las plantas, época de
plantacion, y edad de las plantas (Van Overbeek y Cruzado, 1948; Cunha,
2009; Kist et al., 2011). Por lo que la suceptibilidad a la floracién natural o a
la induccion artificial varia de forma general en funcion de los factores antes

mencionados.

Al respecto (Bartholomew et al., 2003) observaron la ocurrencia de
floraciones naturales entre diciembre y enero, con un periodo de
temperaturas minimas, generalmente las nocturnas por debajo de 15 °C;
mientras que Wang et al. (2007) demostraron que la induccion natural de la
floracion comienza tardiamente en el mes de noviembre como resultado de

los descensos bruscos en la temperatura por el paso de los frentes frios.

En Cuba se han precisado dos épocas bien definidas de floraciones
naturales, en el cultivar Cayena lisa la principal ocurre en el periodo seco
(diferenciacién en diciembre - enero), asociada a los frentes frios y otra
secundaria en el periodo lluvioso (diferenciacion en junio - julio) (lglesia y
Soravilla, 1980). Estos criterios establecen que las condiciones climaticas
son determinantes en la induccion floral natural y que varia de afio en afio,
de acuerdo con la época y regiones productoras, y su incidencia se acentla
en areas de altitud y latitud mas elevadas (Cunha, 2009). En regiones
productoras de pifia como México, Brasil y Australia se obtuvieron tasas de
floraciones naturales entre el 20% - 80% (Scott, 1993; Reinhardt et al., 1986;
Barbosa, 1997).

En plantas de pifia una elevada tasa de crecimiento vegetativo puede inhibir
o retrasar la floracién y reducir la sensibilidad a los estimulos inductores.
Una vez que la planta alcanza un tamafo apropiado, los factores

ambientales, la reduccion de nutrientes y de agua, tienden a reducir la tasa
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de crecimiento vegetativo y favorecen la induccion floral (Gaillard, 1969;
Bartholomew et al., 2003).

A su vez, Bartholomew et al. (2003) consideraron una leve escasez de agua
como un factor inductivo, mientras que un estrés hidrico severo resultaba
inhibitorio del proceso. Se supone que estas condiciones inducen la
biosintesis de etileno en el 4pice del tallo y en la sensibilidad de la planta de

forma natural, con un posterior cambio del estado vegetativo a floral.

De forma mas especifica, el estado fisiolégico para iniciar la floracion en
plantas de pifia est4 siempre correlacionado con la capacidad de la planta en
convertir el &acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) en etileno
(Bartholomew et al., 2003). Observo que el tenor de ACC aumento cerca del
40% en invierno, cuando la temperatura minima media alcanzé 14.5 °C.
Plantas que habian formado la inflorescencia presentaban una actividad
ACC oxidasa superior en las hojas y el tallo con respecto a las plantas en
estado vegetativo (Min y Bartholomew, 1997). En este caso, la produccién

de etileno en la hoja también fue mayor.

En cuanto al material de plantacién, las variaciones observadas con relacion
a la floracion son consecuencia de las diferencias en el tenor de reservas
nutricionales y del estado fisiolégico de los propagulos Giacomelli et al.
(1984) observaron que la masa del propagulo influyé decisivamente en el
ciclo de la planta. No obstante, las plantas pequefias respondieron

satisfactoriamente a la induccion natural y artificial.

Este criterio es altamente controversial y sélo recientemente se obtuvieron
resultados en una Bromelia ornamental (Aechmea fasciata) al tratar plantas
jovenes y adultas con Ethrel (Cong et al., 2013), donde 60 fragmentos de
genes con niveles de expresion diferentes entre plantas jovenes y adultas se
relacionaron con la floracion. Por todo lo anteriormente expuesto, queda
clara la complejidad del proceso de floracién en plantas de pifia y por qué
constituye éste uno de los principales problemas sin resolver,

fundamentalmente en floraciones naturales.
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2.5 Sustancias usadas en lainduccion floral en pifiay su eficiencia.

Segun Rodriguez (1932), el humus fue el primer procedimiento usado para
la induccién artificial en pifia, debido a un descubrimiento accidental ocurrido
en 1885 en las Islas Azores. No obstante, apenas en la década de 1920 se
descubrié que el agente que contenia el humo y provocaba la floracién, era
el gas etileno (CzHs4), un hidrocarburo insaturado. Basado en estos
resultados y el reconocimiento posterior del etileno como un regulador del
crecimiento en la planta, (Warner y Leopold, 1964), se acepta que la
floracion en pifia sea inducida por esta sustancia 0 por compuestos
liberadores de la misma.

Entre los promotores de la produccién de etileno se encuentran el acido
naftalenoacético (ANA), el acido 2,4-diclofenoxiacético (2.4-D) y el acido
indolacético (AIA). Ademas, se describen como liberadores de etileno el
Ethrel® 48, carburo de calcio y Zeothene (Soler, 1985; Van de Poel et al.,
2009).

Yang (1987) informé que antes de ejercer su accion, el etileno tiene que ser
biosintetizado por la planta o ser suplido exdgenamente por alguno de los
productos antes mencionados. Por ejemplo, cuando el Ethrel® 48 alcanza el
tejido interno de la planta se descompone, liberando etileno, iones cloro y

fosfato, esto ocurre de forma favorable a pH alcalino (Cunha, 2009).

De forma general, el uso de un inductor de la floracion y su eficiencia esta
determinado por diversos factores. Entre ellos estan, el cultivar a inducir,
condiciones ambientales, modo de aplicacién, dosificacion del producto, pH
de la solucion final y la hora de la aplicacion (Dass et al., 1976; Cunha y
Reinhardt, 1986; Cunha, 2005).

Por esta razén las concentraciones de Ethrel varian de 25 mg-L* en Brasil
(Cunha, 2009), 250 mg-L* en Bangladesh (Hussain et al., 2008), 400 mg-L*
en China (Sheng et al., 2011) y de 720 a 960 mg-L* en Centro América
(Arias y Lopez, 2007). Mientras que en Cuba, el instructivo técnico del cultivo
(MINAG, 2011) plantea una concentracién de 50 mg-L%, sin diferencias en

cuanto a la variedad ni a las condiciones climaticas.
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La posibilidad que tiene Ethrel de aumentar los riesgos de efectos
fisiolégicos secundarios, cuando se utiliza en altas concentraciones, tales
como afectaciones en las dimensiones del fruto y la corona asi como en la
produccion de hijos basales (Wee y Ng, 1971; Norman, 1977; De Proft et al.,
1986). Ademas de la necesidad actual de utilizar tecnologias
ambientalmente mas sustentables, determinan la importancia de controlar en
la medida de lo posible, los factores fisioldégicos, ambientales y culturales
gue mas influyan en la respuesta a la induccion floral, mediante alternativas
que no impliguen incrementos indiscriminados en la concentracion del

inductor.

Una de las vias para incrementar la eficiencia de la induccién artificial es la
adicion de urea y carbonato de calcio (CaCOs), (Dass et al., 1976; Fahl et
al., 1981; Reinhardt y Cunha, 1982; Cunha, 2009). Sin embargo, cuando las
condiciones climaticas son desfavorables, como altas temperaturas y baja
humedad relativa, aplicaciones multiples a menudo también pueden propiciar
inducciones mas exitosas (Py et al., 1987; Turnbull et al., 1999). Referente a
este tema, en areas pifieras, es muy comun realizar una segunda aplicacion
a los siete dias después de la primera, para lograr que las plantas que adn
se encuentran en estado vegetativo adquieran el estimulo necesario para

inducir la floracién (Isidron, 2002; Arias y Lopez, 2007).

En un estudio realizado por Cooper y Reese (1942), se observé que los
primeros cambios en la morfologia del apice de las plantas de pifia ocurrian
a los tres dias después del tratamiento de induccién floral (TIF). Por lo tanto,
aplicaciones que se alejen demasiado del tiempo cero implicarian la entrada
de etileno a la célula en un momento donde las estructuras florales ya se
encuentran en desarrollo. Por lo que este es un aspecto importante a la hora

de desarrollar metodologias de induccion floral con aplicaciones reforzadas.

Por otra parte, el momento de la aplicacion debe realizarse preferentemente
en horas de la noche, o durante los dias nublados, dado las caracteristicas

tipo CAM que presenta este cultivo (Cunha y Reinhardt, 1986).
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Otro factor a considerar cuando se realizan inducciones con etileno gaseoso
es la solubilidad del mismo, que en agua es dependiente de la temperatura
(L’Air Liquide, 1976). Sin embargo, este método esta restringido al requerir
de equipos especificos para la aplicacion, que es viable en plantaciones

mecanizadas y con recursos (Soler et al., 2006; Van de Poel et al., 2009).

Zacarias y Lafuente (2008), comunicaron que en las plantas, el etileno ejerce
su efecto en muy bajas concentraciones y se manifiesta practicamente en
todas las etapas de su ciclo biolégico, desde la germinacion hasta la
maduracion y senescencia o en respuesta a diferentes tipos de estrés. Por
tales motivos, las plantas poseen un sistema antioxidante eficiente, que
permite reducir los efectos de diferentes tipos de estrés (Asada, 1999, Foyer
y Noctor, 2000). Dentro de este sistema, se encuentran las enzimas
superéxido dismutasas, catalasas y peroxidasas (Morsya et al., 2007) que
evitan fundamentalmente la acumulacion del anién superéxido (0O%) y el
peroxido de hidrogeno (H202), minimizando su efecto dafiino en los tejidos

de las plantas (Jaleel et al., 2009).

Ademas de su funcion como antioxidante, las peroxidasas presentes en
plantas superiores bajo diversas formas moleculares, parecen estar
implicadas en distintos procesos fisiologicos como son la iniciacion floral,
abscision, alargamiento celular, biosintesis y degradacién de lignina,
catabolismo de auxina y mecanismos de defensa y estrés (Escalona et al.,
1986; Yoshida et al., 2003; Pérez at al., 2004). Estas enzimas muchas veces
aumentan su actividad en respuesta al estrés, ya sea bidtico o abiotico y
procesos oxidativos, por lo que se emplean en muchos casos como

marcadores bioquimicos.

La floracion en la pifia es uno de los procesos mas importantes y complejos
de su ciclo de vida, con gran versatilidad en su comportamiento debido a la
zona de cultivo y el cultivar en cuestion. Por lo que el ingenio de los
productores debe estar presente para evitar floraciones naturales o soélo
producirlas cuando sea necesario, rentable y con una responsabilidad

ecologica en cuanto a las dosificaciones del inductor de la floracion a utilizar.
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Por tales motivos, ampliar el conocimiento de la induccion floral de plantas
de pifia cultivar Cayena lisa sobre el estudio de los cambios
anatomorfolégicos y moleculares permitirdA comprender mejor el proceso y
asi mejorar las tecnologias aplicadas y plantear opciones de adaptacion
frente al cambio climatico que eviten pérdidas en el cultivo por concepto de

manejo inadecuado en la fase de floracion.
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3. Materiales y Métodos.

3.1 Generalidades.

Con el objetivo de caracterizar los cambios anatomorfologicos y la posible
implicacion del gen AcPl durante la induccion floral en plantas de pifia
tratadas con Ethrel® 48, la investigacion se realizd en areas experimentales y
laboratorios del centro de Bioplantas, Universidad de Ciego de Avila, Cuba y
Laboratorio de Fisiologia Molecular de las Plantas, Universidad Federal de
Lavras (UFLA), Brasil.

Se utilizaron 45 hijos claveles de plantas de pifia (Ananas comosus (L.)
Merrill), cultivar Cayena lisa, con una masa entre 200 g y 300 g. Se plantaron
en macetas, con diametro superior de 30 cm, inferior de 25 cm, altura de 30

cm y una mezcla de suelo y materia organica en proporcion 6:4 (v:v).

Las plantas permanecieron en condiciones controladas a una temperatura
de 26°C £ 3°C, con un sistema de riego en forma de nebulizacion que
garantizé una humedad relativa entre 60% -70%. La iluminacion media fue
de 1 000 ymol'm-2'st, medidos a las 12:00 horas y un fotoperiodo de 16
horas de luz, ocho de oscuridad. El tratamiento de induccion floral se realizé
como se describe en el acapite.

El tratamiento de induccién floral (TIF) consisti6 en la aplicacion de una
solucién de 350 mg.L* de Ethrel® 48, la cual contenia 2% de urea y 0.5%
(CaCOg), para incrementar el pH entre 8-9. Por cada planta se aplico al
centro de la roseta 50 mL de la solucién final y se conté con dos
tratamientos; plantas control (no tratadas) y plantas tratadas.

La variable porcentaje de yemas diferenciadas para su analisis se
transformd segun la ecuacion y =2arcosen (y/100)0,5 y las logaritmicas
mediante y = log2 (y). Las figuras en el acapite Resultados y Discusion,
incluyen la informacion de las pruebas estadisticas que se realizaron en

cada caso.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el utilitario SPSS version 12
(Pérez, 2005).
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3.2 Caracterizacion anatomorfolégica del proceso de floracion en

plantas de pifia.

Para el estudio anatomorfologicos fueron colectadas cinco plantas y de éstas
se tomaron 5 apices (yemas) por cada tratamiento con un intervalo de 12
horas durante las primeras 72 horas (0, 12, 24, 36, 60, 72 horas), yalos 7y
14, dias.

La caracterizacion de la inflorescencia prosiguié a los 21, 30, 60, 70 y 80

dias después de realizado el TIF por medio de la observacion visual.

Para seleccionar el 4pice caulinar o floral, se practicé un corte longitudinal
central que incluia los primordios foliares subyacentes al apice y se fijaron
inmediatamente sumergiéndolas en FAA 50% (solucién de alcohol acético y
formalina) durante 48 horas, luego se transfirieron al alcohol al 70%,
siguiendo el protocolo descrito por Johansen (1940). Las muestras se
deshidrataron en una serie de alcohol etilico, 50%, 75%, 85%, 95% vy
finalmente etanol absoluto y se incluyeron en parafina histologica a 58°C. Se
realizaron secciones (transversales y longitudinales) a 20 um de espesor con
un micrétomo giratorio. Los materiales fijados se tifieron con hematoxilina

antes de incrustarlos y seccionarlos.

Se realizaron fotomicrografias anatdémicas mediante captura de imagenes

bajo un microscopio Nikon microphot-FX.

La incidencia del inductor en el porcentaje de yemas diferenciadas se
determind una vez fotografiados los cortes, para ello se estableci6 como
indicador de estado diferenciado el incremento en altura y ancho del apice o

domao.

3.3 Caracterizacién anatomorfologica de los involucros florales en el

proceso de floracion.

La caracterizacion anatomica de los involucros florales se realiz6 por medio
de microscopia electrénica de barrido, las yemas fueron fijadas en solucion
Karnovsky modificado (Glutaraldeido 2,5%, formaldehido 2,5%, buffer
cacodilato de sodio 0,05 M, pH 7,2, CaCl2 0,001 M) y almacenadas.
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Las secciones fueron lavadas con un buffer cacodilato y fijadas en tetréxido
de osmio 1% por 2 h, deshidratadas en gradiente progresivo de cetona,
luego sometidas a un secado a un punto critico (BAL-TEC, modelo CPD-
030, Principality of Liechtenstein), por dltimo montadas en placas de aluminio
con doble cinta y metalizadas en evaporador de oro Sputtering (BAL-TEC,
modelo SCD-050, Principality of Liechtenstein). Para obtener las secciones
transversales, las muestras fueron sumergidas en una solucion de glicerol
30% en agua destilada por 30 min, congeladas en nitrégeno liquido y
segmentadas con un bisturi. Las secciones fueron posteriormente fijadas en
tetroxido de osmio y preparadas conforme fue descrito anteriormente. Todas
las secciones fueron analizadas en microscopio electrénico de barrido (LEO,
modelo EVO 40 XVP, Cambrigde-UK).

3.4 Cuantificacion de la expresion en tiempo real (RT-gPCR) del gen de
identidad floral APETALA1 (AcPl) durante la induccion floral en

plantas de pifia tratadas con Ethrel® 48.

A tres plantas de cada uno de los tratamientos (Tratadas) y (No tratadas); se
les tom6 la porcidon aclorofilica de la hoja “D” (que se congelaron en
nitrégeno liquido y conservaron a -80°C hasta la extraccion de RNA y
posterior andlisis mediante (RT-gPCR), en el tiempo cero y a las 6; 12; 18 y

24 horas después de aplicado el inductor.
3.5 Extraccion de los ARN totales y sintesis de los ADNc.

Para la extraccion del ARN con el método ConcertTM Plant RNA-Reagent
(Invitrogen), 100 mg de la muestra se colocaron en Eppendorf y se le
adicionaron 600 uL de reactivo Concert ARN vegetal, y se homogeneiz6 en
vortex. Luego se incub6 durante diez minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se clarificé por centrifugacion durante siete minutos a 23 889
g a 4 °C. Se colectaron 500 pL del sobrenadante y se adicion6 0,1 mL de
NaCl y 0,3 mL de cloroformo. Se mezclé la muestra en vortex durante un
minuto. Posteriormente se centrifugd a 23 889 g a 4 °C durante diez minutos
para separar las fases y nuevamente se obtuvo el sobrenadante y se repitio

el procedimiento antes descrito.
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Se colectaron 450 pL del sobrenadante y se le adicionaron 400 pL de
alcohol isopropilico. Se mezclé en vortex y se colocé a -20 °C durante una
hora. Al finalizar este periodo la muestra se centrifugé nuevamente a 23 889
g a 4 °C durante 25 minutos. Para clarificar las muestras se realiz6 un lavado
con etanol (75 %) (600 pL). Una vez concluido este proceso se adicionaron
20 pL de agua libre de ARNasa para disolver el ARN y se procedio a la
cuantificacion de éste por medio del espectrofotometro NanoVue Plus (GE
Healthcare Life Sciences). Los ARN se almacenaron a -80 °C, para su
posterior andlisis electroforético. Todas las extracciones se realizaron por

triplicado.

Para eliminar la contaminacion de ADN residual, las muestras se trataron
con Turbo DNAse-free Kit (Ambion®) y se verific la integridad del ARN
mediante una corrida electroforética. Las muestras con un alto grado de
integridad y pureza se utilizaron para la sintesis de ADNc, con el Kit High-

Capacity DNAc Reverse Transcription (Applied Biosystems).

Los ARNm se transcribieron de forma reversa con la enzima transcriptasa
inversa (RT Suaper Script Ill, Invitrogen) siguiendo el protocolo del fabricante.
La mezcla de la reaccion consistio en 20 uL totales divididos en 2,0 uL de
tampon de la reaccién, 0,8 uL de dNTPs, 2,0 uL de Random Primers, 1,0 uL
de retrotranscriptasa y 10 gL de muestra de los ARN totales. Para la sintesis
de ADNCc las muestras de ARN se estandarizaron a 1 ygeuL™t. La mezcla de
ARN total y cebadores se calent6 a 25 °C durante diez minutos. La mezcla
total se incub6 durante 120 minutos a 37 °C y luego la reaccién se detuvo
con el aumento de la temperatura a 85 °C durante cinco minutos.

Seguidamente se conservo a 4 °C.

3.6Determinacion de la expresion relativa en tiempo real (RT-qPCR) del
gen AcPl implicado en el desarrollo floral.

Para amplificar el fragmento del gen AcPI, Act2 (B-actina) y GAPDH como
genes de referencia, se disefiaron oligonucleotidos especificos a través de
las secuencias publicadas en la base de datos del Banco de Genes

(GenBank) para Ananas comosus.
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Todas las secuencias se introdujeron en una base de datos, se utilizd el
programa Primer Express v2.0 (Applied Biosystems®) y se seleccionaron los

pares de oligonucledtidos méas adecuados (Tabla 1).

Tabla 1. Especificaciones de los cebadores empleados para el RT-qgPCR.

Gen o

Nombre de la proteina Secuencia del cebador Tamafo Eficiencia
- . . . ”

Especie Accesion (Sentido, Antisentido) (pb) (%)

Act2

B-actina TQ14872°' 5 CGCGATTTTGCCGAGCTS' 91 91

Ananas comosus 5" CCGGACTCTCTCTGGCAATTAA 3

TCTCCATCTCCATTTTCGTCTCA
GAPDH HM768296  ATcCCGATCTTAATCTTCCCCAT 93 93

CCCACCAGCTTCATCCAGTTAC
AcP1 HQ717796 CCAAAACTCTTCAGTAGAAACAGCAG 83 83
T

Un equipo modelo ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems®) se emple6 para
la reaccion de PCR en tiempo real, con 1,0 uL de ADNc mas 0,2 pL de cada
primer a 10 uM y Master Mix SYBR green UDG con ROX (Invitrogen®) para
un volumen final de 10,0 pL en cada muestra. Las condiciones de la
reaccion fueron de dos minutos a 50°C, diez minutos a 95°C, seguidos por
40 ciclos de 15 segundos a 95°C y un minuto a 60°C y se finalizé con diez
minutos a 95°C. Los datos obtenidos se estandarizaron y se expresaron
como valores relativos respecto a los niveles de expresion endoégena del gen

de referencia Act2.

Las cadenas simples de ADNc se diluyeron (1:1 - 1:3 - 1:25) para la
determinacion de la curva patron, eficiencia de los cebadores y mejor
dilucion de las muestras. En todos los casos se comprobé la calidad del
amplificado mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1,0% tefidos
con 2 pL de GelRed, tampén TAE 1x (EDTA 1 mM a pH 8,0; TRIS 40 mM
pH 8,0; acido acético 20 mM) a 110 V.
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Los ciclos umbrales se normalizaron con la linea base cuyo valor se fij6 en
0,36 unidades de fluorescencia y todos los datos se recogieron vy
almacenaron en el programa 7500 Fast Software (Version 2.1) entre los
ciclos de cuantificacion (Cq) 20 y 40. Los valores relativos del nimero de
veces de los niveles de expresion se expresaron segun el método
matematico Cq comparativo (Pfaffl, 2001), donde el # Veces = 2-22C4; AACq
= ACq (muestra de interés) - ACq (muestra de referencia) y ACqg= Cq (gen

de interés) - CT (gen de referencia endégeno).

Los niveles de expresion génica se analizaron por medio del programa

Rotor-Gene Series Pure Detection Software (Version 2.0.2).
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4. Resultado y Discusién.

4.1 Caracterizacion anatomorfoldgica del proceso de floracién en

plantas de pifia.

La (Figura 1) muestra un aumento gradual de yemas diferenciadas en las
plantas tratadas con Ethrel® 48, sin embargo en ninguno de los momentos
analizados se observaron cambios en las plantas no tratadas. Estos
resultados evidencian que la accion del Ethrel® 48 al descomponerse dentro
del tejido celular con la consiguiente liberacion de etileno, reprograma el
patrén de crecimiento en funcién de la induccién y diferenciacion floral.
(Bolouri, 2013).

100 -
90 - ——Testigo a
80 - —=—350 mg.L-1 de Ethrel.

70 -
60 -
50 -
40 - a
30 -
20 -

10 - a
0 S___—"4a
0 24 48 72

Tiempo (Horas)

% de yemas difernciadas.

b b

Figura 1. Influencia del Ethrel® 48 sobre la dinAmica de la diferenciacion
floral en la pifia cv Cayena Lisa. Segun tukey con datos
transformados  2*(arcsenVx/100). Letras diferentes difieren

significativamente segun analisis para p < 0.05
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Se sugiere que los cambios experimentados en las plantas de pifia la
aplicacion del Ethrel® 48 propiciaron la unién del etileno a uno de sus
receptores (ETR1, ETR2, ERS1, ERS2, EIN4) localizados en la superficie
del reticulo endoplasmatico, inhibiendo la funcién que realiza el represor
negativo CTR1 (Constitutive Triple Responsel) sobre EIN2 (Ethylene
Insensitive2), el cual queda libre para actuar en su ruta de sefializacion. El
EIN2 libre del control del represor migra al nucleo donde activa factores de
transcripcion de la familia EIN3 que se une al promotor, estimulando la
transcripcion génica. Por consiguiente, esta cascada de sefales y cambios
metabdlicos terminan en la transicion del estado vegetativo a floral. Este
criterio de sefalizacion se demostrd previamente en tabaco y se considera
que ocurra de igual forma en otras especies de plantas (Rieu et al., 2008;
Zhou et al., 2006).

A partir de estos elementos, es posible considerar al Ethrel® 48 como un
factor externo determinante e imprescindible para lograr la induccion floral en

plantas de pifia (Cunha, 2005).

Una caracterizacion de los cambios anatémicos y morfolégicos mas
marcados en la transicion del apice vegetativo a floral analizados se muestra
a continuacion: en el momento considerado como cero (Figura 2 A) las
yemas presentan las caracteristicas clasicas de una yema vegetativa, con un
domo aplanado rodeado de bracteas foliares. Las células en la porcion
terminal permanecen compactadas en una masa indiferenciada, no
observandose ningln cambio en el ambito celular. A las 48 horas (Figura 2
B) comienzan las células que forman el domo a proyectarse y a
ensancharse, como una protuberancia central incipiente que caracteriza la
primera fase de diferenciacion, sin embargo, las bracteas foliares aun se
encuentran mas cercanas al domo apical (Fornara, 2010). En este momento
se puede observar como gradualmente las células desde la zona apical a la
zona central se tornan altamente vacuoladas distinguiéndose entre ellas. Las
células de la zona apical son pequefias e isodiamétricas con propiedades
tintoreas mas cromdfilas, lo cual permite que estén densamente coloreadas.

Estas constituyen la zona periférica meristematica o tunica (T) del eje
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(mantle), este tipo de estructura es denominada organizacién mantle-core o
tunica-corpus. Presentan una relacion nacleo-plasmética superior en relaciéon
con las capas apicales y subapicales. Estas ultimas son poliédricas de 17 *

5 mm de diametro.

Figura 2. A- F. Secciones del apice del tallo de pifia (Ananas comosus cv. Cayena lisa)
en diferentes etapas de desarrollo. A, apice en estado vegetativo,
aproximadamente a 50x; B, &pice la planta de pifia 48 horas después del
(TIF), muestra el inicio de la inflorescencia, aproximadamente a 100x; C,
apice del tallo de pifia 72 horas después (TIF) aproximadamente 40x; D, el
apice del tallo de la planta de pifia 7 dias después (TIF) a aproximadamente
200x, mostrando la separacion de los primordios foliares; E, el apice del tallo
de pifia 14 dias después (TIF), aproximadamente a 50x; F, apice del tallo de
pifia, que muestra los primordios florales en secuencia acropetal,
aproximadamente 50x; Pf = primordio foliar; ti = masa indiferenciada; T,
tunica; C = corpus; H = Altura y ancho; W = de domo meristematico.
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En especies tropicales como el mango, Osuna-Enciso et al. (2000) reporto
que las divisiones transversales y el alargamiento del eje primario
constituyeron las primeras sefales de la iniciacion del meristemo. Para
caducifolios Buban y Faust (1982) describen en manzano un domo
vegetativo ligeramente aplanado con un variado niumero de tdnicas y en la
iniciacion, un eje floral alargado con dos tunicas. En durazno, un meristemo
vegetativo de domo convexo conformado por dos tunicas y en el meristemo
floral, aplanamiento del domo, eje floral ensanchado y una tanica (Avitia y
Castillo, 2007). Estos mismos autores en Ciruelo japonés proponen un
meristemo vegetativo en forma de cupula y un meristemo floral alargado y

ensanchado con una primera tunica delimitada y una segunda, no tanto.

A las 72 horas y como consecuencia de la actividad mitotica, (Figura 2 C) se
hace mucho mas clara la vacuolizacion de las células en la region central del
domo vy los primordios foliares que lo protegen se han separado para dar

paso al eje que sigue su desarrollo.

Siete dias posteriores al tratamiento de induccion floral (Figura 2 D) el
meristemo se observa conico y ensanchado proximo a la iniciacién de las
estructuras florales. Las células de la zona central del apice se tornan mas
vacuoladas con respecto a los estadios anteriores. Esto es la resultante de
un proceso de division celular mucho mas activo en el centro del eje de la
inflorescencia con respecto a las que se encuentran en la superficie (Huang,
2004). Las células que forman el domo comienzan a proyectarse y
expandirse sobre una linea sincronizada y el crecimiento anticlinal se
evidencia por una caracteristica emergente de protuberancia de la primera
etapa de diferenciacion, la actividad mitética se ilustra con mas detalle. Hay
un aumento en la masa celular corpus tunica de la yema, y un aumento
sustancial en el numero de células vegetativas del eje de la yema, en el
domo expandido, es observable, la definicion de las tres capas que
comprenden la tunica y el progreso del plastocromo celular vacuolado
aumentan en el cuerpo celular. En este sentido Esau (1977), menciond que

el meristemo apical sufre cambios morfolégicos cuando entra en estado
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reproductivo, como la aparicién de apéndices modificados después de que
el crecimiento indeterminado del estado vegetativo cesa; enseguida el

meristemo apical crece hacia arriba y hacia los lados.

Con el desarrollo de la inflorescencia a los 14 dias el eje se elonga
marcadamente mostrando un incremento en altura (h) de 110%, mientras
que el ancho (w) lo hace 90%, valores comparativos con respecto a una
yema no diferenciada (Figura 2 E), de esta forma el eje floral se torna mas
prolongado y coniforme. Al respecto Bartolomew et al., (2003), plantearon
que el desarrollo del eje central en las plantas de pifia es un signo evidente
de la aparicién de la flor posterior a las dos semanas de haberse aplicado el
inductor. Giffor (1971) y Cutter (1957) también encontraron un incremento en
la dimension apical con un 81% en altura con aplicacion de ANA,
coincidiendo con Cutter (1957), quien obtuvo que el alargamiento del domo
apical para formar el eje de la inflorescencia fue superior al aumento en

ancho en el cultivar Espafiola roja.

El cambio en forma es precedido por un incremento del indice mitético en el
apice; en Chrysanthemun spp, donde el 4pice aumenta cerca de 400 veces
en el transcurso de unas pocas horas durante la formacion de la cabezuela
Cutter (1957).

Desde el principio hasta el fin de su desarrollo, el meristemo apical del brote
€S un sistema en crecimiento y perpetuamente cambiante, dinamico y

esencial (Lyndon y Battey, 1985).

El eje floral continGia creciendo proporcionalmente en tamafio a partir de la
zona central parenquimatosa (core) y se forman los primordios florales en la
periferia del &pice de la inflorescencia (Figura 2 F). Se puede distinguir
claramente como aparecen gradualmente los primordios florales en
secuencia acropetal hasta que cubre toda la superficie del domo. Iguales
observaciones fueron determinadas por Bartolomew et al. (2003), quienes
observaron un desarrollo acropetal de las flores en la inflorescencia y

caracterizaron ademas la forma en que aparecian las partes de cada flor.

Durante este tiempo prosigue el crecimiento longitudinal del eje de la

inflorescencia por divisiones periclinales del meristemo en fila medular.
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Estudios anatdémicos especializados en diferenciacion floral demuestran que
en la transicion a la floracion, la tipica organizacion tunica-corpus del apice
vegetativo puede modificarse. Los cambios difieren algo de una especie a
otra, pero son totalmente similares si se forma una inflorescencia o una flor.
En el caso de la pifia durante su diferenciacion segun Bartolomew et al.
(2003), solo se hace visible al término de siete a diez dias tras la aplicacion

del inductor con un eje central visible aproximado a 2 cm.

Los verticilos florales, pétalos, sépalos y la protuberancia central que dara
lugar a los 6rganos reproductores se muestran en la (Figura 3).

Figura 3. A-F. Diferenciacion lateral de brotes Proceso y Estructuras
reproductivas. A x 50; B 200 X; C50 X; D 200X, E 50 x; F 100 x;
a = Antera; gp = granos de polen; p = pétalo; s = Sépalo; g =
gineceo.
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Se aprecia la formacion inicial de los sépalos (S) encorvados hacia la zona
central (Figura 3 A y B). Posteriormente (Figura 3 C y D) ya se pueden
observar los pétalos mas encorvados y envueltos por los sépalos, donde a
su vez ellos encierran la zona central (Sakamoto, 2001). En esta ultima se
sefalan los estambres y una depresién central que posteriormente emergera
para formar el gineceo de la flor. La (Figura 3 E y F) muestra una flor
inmadura con el perianto mas desarrollado y un estambre con antera en
seccion longitudinal, que pone de manifiesto su tejido esporégeno formativo
del grano de polen. En el centro se inicia una tipica protuberancia que dara

origen al pistilo.

En la (Figura 4 A y B) se ilustra internamente las anteras de los estambres,
donde se puede observar como una invaginacién central que divide a la
antera en dos tecas (bitecal), cada una de las cuales contiene dos sacos
polinicos (tetraesporangeo) también separados externamente por una
pequefia invaginacion. En estos sacos ocurre la formacion de microsporas
que se convierten en el gameto masculino o grano de polen, los que se

observan con una coloracion mas violacea.

Figura 4. A B. Diferenciacion lateral de brotes Proceso y estructuras
reproductivas. G 50 x H 200 x; a = Antera; gp = granos de polen;

p = pétalo; s = Sepal; g = gineceo.
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En la (Figura 5 A) a los 14 dias después de realizado el TIF y mediante un
corte longitudinal al centro de la planta se hace evidente la elongacién del
tallo central del apice, lo que indica el desarrollo continuo de la
inflorescencia. El apice se encuentra rodeado de los involucros foliares con
caracteristicas aclorofilicas. En este momento externamente en el centro de

la planta (roseta) aun no hay cambios visibles que posibiliten determinar a

simple vista que la planta esta diferenciada. (Sakamoto, 2001).

Figura 5. Desarrollo de la inflorescencia en plantas de pifia cv Cayena Lisa a
los 14 dias (A), 21 dias (B), 35 dias (C), y 60 (D) después del
Tratamiento de Induccion Floral.
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La (Figura 5 B) muestra la inflorescencia de una planta 21 dias después del
TIF, con un notorio crecimiento central de la yema, sin embargo, en estos
momentos los involucros florales pasan de color aclorofilico a tener una
coloracion rojiza, lo que difiere del hibrido MD2, donde se mantiene la
coloracion aclorofilica. A los 35 dias después del TIF (Figura 5 C) la roseta
de la planta se ensancha para dar paso al crecimiento de la inflorescencia, la
cual se hace visible con un color rojizo en la base de las hojas. A los 60 dias
de inducidas las plantas (Figura 5 D), se observa que las flores dispuestas
en forma de espiral y fusionadas entre si dan paso a la formacion del fruto
partenocarpico (Bolouri, 2013).

En la (Figura 6), se muestra el desarrollo acropetal de la inflorescencia con
una flor abierta de estructura tubular y pétalos de color violeta, mientras que
en la parte inferior, hay estambres secos (s) y las bracteas y sepaldides (bs)
persisten junto con la fruta. La flor se transforma en un escudete octogonal
de cubierta dura, formada por la fusién del apice de la bractea y los tres
sépalos, que formara la dura piel certlea y espinosa del fruto. Cada flor

basal se esta transformando en una pequeiia fruta (Bolouri, 2013)

Figura 6. Diferentes estados de la fruta después de la aparicién de la roseta;

(es) = estambres secos; (bs) = bractea sepaldides.
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4.2 Caracterizacion anatomorfoldgica de los involucros florales en el
proceso de floracion.

Por medio de la microscopia electrénica de barrido en la (Figura 7 Ay B) se
evidencia que los involucros foliares presentan células de gran tamafio, de
paredes delgadas y sin espacios intercelulares. Ademas, cuentan con gran
cantidad de granos de almidon y paquetes de cristales de oxalato de calcio

tipo rafidios.

Figura 7. Microscopia electrénica de barrido mostrando las caracteristicas de
los involucros florales después del TIF. Granos de almidén (A),
rafidios en una célula (B), escamas peltadas (C), Rafidios y haces

vasculares (D).

Anabel Verénica Véliz Tusell Pagina 33



Al respecto la existencia de abundantes rafidios en Bromeliaceae ya fue
descrita como una generalidad en la especie Tomlinson (1969). Souza et al.
(2005), Proenca y Sajo (2007) indican que dichos cristales pueden tener
caracter diagnostico para la familia. Por su parte la presencia de granos de
almiddén en los tejidos florales, pudieran ser necesarios para el desarrollo
floral. Al respecto Erdelska y Ovecka (2004) observaron que en los casos en
que la flor no es fertilizada, una gran proporcion de los nutrientes presentes
en este tipo de tejido es reciclado por la planta a través del floema en apoyo

al proceso.

Los involucros foliares presentan escamas peltadas distribuidas
aleatoriamente (Figura 7 C), al respecto Proenca y Sajo (2007); Derwidueé y
Gonzélez, 2010 y Quintana et al. (2012) explican que las escamas peltadas
evitan la transpiracion excesiva al cubrir los estomas con la porcién alada.
Esta funcion de proteccion a los estomas podria explicar, en el caso de la
pifia, que la mayor densidad de escamas se encuentren en el enveés, donde
se localiza la mayor densidad estomatica evitando la excesiva transpiracion
(Dos Santos et al. 2007).

En la (Figura 7 D), se observan haces distribuidos de tamafios variables lo
cual, segun Van der Merwe et al. (1994), son comunes en hojas de
monocotileddéneas y segun estos autores estas estructuras desempefian un
papel primordial en la distribucién del agua en el mesdéfilo, sustentan y

protegen a los tejidos vasculares.

4.3 Cuantificacion de la expresion en tiempo real (RT-gPCR) del gen
de identidad floral APETALAL (AcPI) durante la induccién floral

en plantas de pifia tratadas con Ethrel® 48.

Los genes de identidad del meristemo floral determinan si los meristemos
desarrollaran flores en vez de hojas o ramas. En este sentido, la expresion
del gen de identidad floral APETALAl1 AcPl (Figura 8), en ambos
tratamientos fue similar durante los primeros tres tiempos de evaluacion, sin
embargo, una regulacion positiva se pudo observar a las 18 y 24 horas en
respuesta al Ethrel®48; donde AcPI fue cuatro y seis veces mas expresado

en plantas tratadas con respecto a las control (Huang, 2004).
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Niveles de Variacion (Veces) de AcP1

Figura 8.
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Expresion relativa del gen AcPI, en la induccion floral de plantas de
pifia cultivar Cayena lisa tratadas con Ethrel® 48. Las columnas
representan la diferencia de veces en la expresion génica en cada
tiempo evaluado, en relacion con una muestra testigo. La
cuantificacion del gen se normalizd por la expresion de los genes
de referencia (R-actina y GAPDH). Los valores de expresion para
cada muestra bioldégica se obtuvieron de tres repeticiones
biologicas y las barras de error representan el error estandar para

ellas. Los datos se transformaron de acuerdo con y = log2 (y).

en cuenta que el gen AP1 es requerido para que se exprese un

partir del cual surgen los 6rganos florales, es posible asociarlo a lo

descrito en la figura 1, donde a las 48 horas posteriores al TIF se observo el

inicio de

la inflorescencia. Corroborando estos resultados, la induccion de la

diferenciacion celular requerida para el inicio de la floracion, ocurre

especificamente al producirse la activacion de los genes de identidad de los
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meristemos florales (LFY y AP1), cuya expresion promueve finalmente la
diferenciacion de los meristemos florales (Cobersier et al; 2007). Esto
sugiere que AcPI esta involucrado en el control del tiempo de floracion y su
mayor expresion en el tratamiento con Ethrel®48 ayuda a explicar el
mecanismo a través del cual ocurre la induccién de la floral en plantas de
pifia. En citricos, la sobreexpresion de los genes de Arabidopsis LFY y AP1
en plantas juveniles transgénicas de Citrange Carrizo fue suficiente para
reducir los rasgos juveniles y el tiempo de floracion de varios afios a 12-20
meses (Pefia et al., 2001). La expresion de los principales genes promotores
de identidad del meristemo floral, CsAP1 y CsLFY es significativamente
superior en los arboles capacitados para florecer (FL-ADULT) en

comparacion con los no capacitados.

Este estudio proporciona una mejor comprension de los mecanismos a
través de los cuales ocurre la floracion de la pifia, y sugiere que la misma
puede ocurrir a través de diferentes mecanismos. Se amplia el conocimiento
sobre los cambios morfohistolégicos y moleculares asociados a la induccién
y diferenciacion floral de la pifia ya estan presentes en los primeros tiempos
después del tratamiento con Ethrel®48.
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Conclusiones:

1. La aplicacion de Ethrel®48 presupone cambios bioquimicos que
inducen el aumento paulatino de yemas no diferenciadas a
diferenciadas, donde a las 48 horas comienza a notarse los primeros

cambios en el domo apical el cual se alarga para formar el eje floral.

2. La iniciacion floral en yemas apicales de pifia presenta un domo

aplanado caracteristico, con dos tunicas y un cuerpo.

3. La méaxima expresion relativa del gen de identidad floral del
meristemo AcPI se observo a las 18 y 24 horas después de aplicar
Ethrel®48.
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Recomendaciones:

1. Continuar estudios de microscopia electronica para relacionar los
cambios morfohistoldgicos con la expresion de otros genes de identidad

floral que participan en la floracion en plantas de pifia.

2. Realizar nuevos estudios que incluyan otros genes que participan en la
diferenciacion floral, su relacion con el etileno, que permitan avanzar en

el conocimiento de la floracion en plantas de pifia.
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