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RESUMEN

La investigacion se desarrollé con el objetivo de
determinar el efecto del acido jasmonico en plan-
tulas de pifa variedad MD-2, micropropagadas en
la fase de aclimatizacion en relacion con parame-
tros de calidad ante factores estresantes. Para ello
se aplicd acido jasmonico (formulacion BioJas®) a
una concentracion de 1 mg-L"y se evalud su efecto
en variables morfoldgicas, fisiolégicas y bioguimicas
en las hojas. Para detectar diferencias significativas
entre los tratamientos se aplicéd la prueba T para
muestras independientes y el andlisis de varianza
de clasificacion simple (p-valor<0,05). Los resulta-
dos mostraron que el acido jasmonico atenud los
efectos estresantes en la transicion in vitro-ex vitro al
promover hojas con menor pérdida de agua, menor
concentracion de clorofila y un proceso fotosintéti-
co mas eficiente, ademas permitio la reduccion del
estrés oxidativo en la aclimatizaciéon, asociado con
el aumento de la concentracion de proteinas solu-
bles y la disminucion de la actividad especifica de
la enzima superdxido dismutasa con mejor calidad
de vitroplantas.
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ABSTRACT

The research was carried out with the objective of
determining the effect of jasmonic acid on MD-2
variety pineapple seedlings, micropropagated in
the acclimatization phase in relation to quality para-
meters before stressors. For this purpose jasmonic
acid (BioJas® formulation) was applied at a concen-
tration of 1 mg-L" and its effect on morphological,
physiological and biochemical variables in the lea-
ves was evaluated. To detect significant differences
between treatments the T-test was applied for inde-
pendent samples and analysis of variance of simple
classification (p-value<0,05). The results showed
that the jasmonic acid attenuated the stress effects
in the transition in vitro-ex vitro to promote leaves
with less water loss, lower concentration of chloro-
phyll and a more efficient photosynthetic process,
also allowed the reduction of oxidative stress in ac-
climatization, associated with increased soluble pro-
tein concentration and decreased specific activity of
the enzyme superoxide dismutase with better quality
of vitroplants.
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INTRODUCCION

La pina pertenece a la familia Bromeliaceae, incluye
tres grandes sub-familias con 2 974 especies, dis-
tribuidas en 56 géneros, muchas de las cuales son
epifitas. La produccion bruta mundial hasta 2013,
demuestra un incremento de 139 853 millones de to-
neladas. Hasta hace pocos afos la produccion co-
mercial se basé en el cultivar Cayena lisa pero con
la introduccion del cultivar MD-2 se revolucioné la
industria de la pifia (Bartholomew, 2009). Este culti-
var es una planta vigorosa, resistente a las plagas,
alto rendimiento, buena calidad de fruto, un color de
oro intenso del exterior del fruto, mas soélidos solu-
bles que Cayena lisa, bajo contenido de acidez es-
pecialmente en la época de invierno, alto contenido
de vitamina C y una larga vida poscosecha.

La variedad MD-2, es de gran importancia a escala
mundial, como resultado de programas locales de
siembra, se estima que hasta 2020 se destine a su
cultivo unas 2 500 hectareas, lo cual contribuira a
acrecentar los contratos comerciales internaciona-
les y los mercados internos y externos, debido a
que todavia se producen frutas que no cumplen los
requerimientos exportables. Esta necesidad de in-
crementar su produccion requiere una alta densidad
de plantacion en un mundo donde el area de tierra
cultivable es limitada.

La pina se siembra con altas densidades (35 mil-75
mil plantas ha™), lo que limita la cantidad de pro-
pagulos para satisfacer las demandas de las plan-
taciones, sin embargo, la micropropagacion puede
resolver este problema.

Segun Gonzélez-Olmedo, et al. (2005), la tecnolo-
gia de micropropagacion es una herramienta eficaz,
con muchas ventajas sobre la técnica tradicional de
propagacion vegetal, por permitir la obtencion de
un gran numero de vitroplantas en poco tiempo vy
con mejor calidad. En dos anos se puede alcanzar,
en pifa, hasta un millén de vitroplantas por simple
yema axilar (Pannetier & Fruits, 1976). Sin embargo,
esta técnica posee varios problemas especialmen-
te en el transito de las plantulas de condiciones in
vitro a ex vitro. Fila, Ghashghaie, Hoarau & Cornic
(1998), demostraron que plantulas de diferentes es-
pecies en la fase de aclimatizacion presentan baja
actividad fotosintética, anormalidades anatomicas y
excesiva pérdida de agua, de no mantenerse una
humedad alta en el ambiente.

El estrés que sufren las plantas en la fase de acli-
matizacion se podria mejorar con la aplicacion del
Acido Jasmonico (AJ), compuesto que es parte de
la familia de los jasmonatos, fitohormonas lipidicas,
derivados oxigenados de los acidos grasos linoleico
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y linolénico, principalmente, los cuales actuan como
moléculas sefalizadoras de las plantas a nume-
rosas situaciones de estrés (Rojo, 1999; Zigiang,
2014). Los jasmonatos intervienen en el crecimien-
to y desarrollo e influyen en el intercambio de las
plantas con el ambiente (Santner & Estelle, 2009).
Impacta en una serie de procesos que incluyen la
respuesta al estrés bidtico y abiético en accion acti-
vadora, inhibidora o degradativa en la célula vegetal
que permite la eficiencia fisiologica (Khan, Rozhon &
Poppenberger, 2014).

Los indicadores morfoldégicos son importantes en la
calidad de plantas porque es el resultado de eficien-
cia fisiologica, capacidad de interaccion planta-am-
biente y nivel de resiliencia alcanzada en momen-
tos de transito por ambientes creados que permiten
desarrollar capacidad a la planta e incrementar su
supervivencia en el ambiente in vivo.

Los jasmonatos durante la maduracion del meloco-
ton, en especial el jasmoénico de metilo (MeJA) re-
trasa el ablandamiento de la fruta a través de las
actividades de las enzimas de la pared celular de
regulacion de celulosa, ademéas aumento en frutas
su efecto anti-estrés, debido a la promocion de acti-
vidades enzimaticas como la superoéxido dismutasa
(SOD) y redujo el contenido de etileno endégeno de
las frutas y disminuy¢ la acidez que origina la madu-
racion de los frutos (Wei, Wen & Tang, 2017).

El objetivo del trabajo fue determinar el efecto del
AJ en plantulas de pina variedad MD-2, micropropa-
gadas en la fase de aclimatizacion en relacion con
parametros de calidad ante factores estresantes.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en areas de aclima-
tizacion y en los laboratorios especializados del
Centro de Bioplantas, en la Universidad de Ciego de
Avila “Méaximo Gomez Baez”, de Cuba, durante un
periodo comprendido entre los meses de noviembre
y enero de 2010-2011.

Se empled como material de estudio las vitroplantas
de pifia variedad MD-2 micropropagadas segun el
protocolo propuesto por Daquinta (1998). Las ye-
mas de corona se emplearon como explante, des-
pués de desinfeccion con hipoclorito de sodio. El
protocolo se aplicd hasta 10 subcultivos. En la fase
de enraizamiento y elongacion el medio de cultivo
se dividié en dos grupos, donde a uno se le afiadio
el AJ 1 m-gL-1vy el otro la misma cantidad de agua
destilada que sirvido como control.

La utilizacién de AJ a dosis de 1 m-gL"' obedece a
los resultados previamente logrados por Gonzalez-
Olmedo, Escalona, Cid, Pina & Rodriguez (2002).
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Este producto es considerado una regulador del cre-
cimiento vegetal enddgeno del tipo de las abscinas,
fue obtenido mediante el procedimiento tecnoldgico
de tipo bioproducto (Biodas®) rico en AJ (Sanchez
& michelena, 2014).

Cultivo in vitro

En las condiciones de cultivo in vitro, todas las ma-
nipulaciones se realizaron en medios asépticos. Los
medios de cultivos se esterilizaron en autoclave a
121°C y 118 kPa de presion de acuerdo al volumen
del medio. Previa la esterilizacion, el pH del medio
se ajustd a 5,7 en las fases del cultivo in vitro. Las
vitroplantas fueron cultivadas en magentas plasticas
transparentes (7,2 cm de diametro inferior, 8,6 cm
de diametro superior y 9,2 cm de altura), con un vo-
lumen de 40 mL de medio liquido en cada una. Las
camaras de cultivo se caracterizaron por tener una
luz artificial con un flujo de fotones fotosintéticamen-
te activos (FFF) de 40-60 pmolm-2s, fotoperiodo de
16 horas luz y 8 horas de oscuridad y una tempera-
tura de 26+2°C durante todas las fases.

Aclimatacion

Las plantas provenientes de la ultima fase de in vitro
(enraizamiento), fueron aclimatadas en el Centro de
Bioplantas. Para esta etapa, las mismas deben ser
consideradas competentes por tener una altura > 4
cm (Daquinta & Benegas, 1997).

Los dos grupos de vitroplantas (provenientes del
medio sin acido jasmaonico (control) y del medio con
el AJ fueron sembrados en recipientes plasticos
(V=190 cm?®) con sustrato compuesto por una mez-
cla de zeolita+cachaza 1:1 (v:v). Las casas de cul-
tivo mantuvieron una temperatura promedio segun
mediciones realizadas en el periodo de evaluacion
de las plantas de pifia durante 42 dias de 25+2°C,
una humedad relativa de 60-70%, asi como condi-
ciones atmosféricas de concentracion de CO2 (375-
400 pmol'mol™) y de régimen de foto periodo luz
oscuridad correspondientes a los ciclos naturales.
Todas las mediciones ambientales se realizaron con
un equipo CIRAS-2 (Sistema Portatil de Fotosintesis,
Europa, PP Systems, UK) acoplado a una cubeta
universal (PLCB).

Las plantas provenientes de la fase de enraizamien-
to, antes de ser climatizadas, fueron categorizadas
segun sus tamafios en pequefas, medianas y gran-
des. La proporcion de plantas pequefias, medianas
y grandes fue de 8,9%, 51,1% y 40,0% para el con-
trol y de 22,2%, 56,7% y 21,1% para el grupo trata-
do con el AJ, respectivamente. La misma proporcion
fue tomada en cuenta durante la toma de material
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vegetal (hojas) para las evaluaciones fisiolégicas y
bioquimicas.

En un primer experimento se determind el efecto
del acido jasmonico en aspectos morfoldégicos de
vitroplantas en la transicion in vitro-ex vitro y en con-
diciones de aclimatacion, para lo cual se utilizd la
concentracion del AJ 1 mg-L™.

En el inicio de la fase de aclimatacion, se evaluaron
las variables morfoldgicas: altura de la planta (AP) en
cm, numero de hojas (NH), longitud de la hoja mayor
(LHM) en cm), numero de raices (NR), longitud de
raiz mayor (cm) y masa fresca (MF) en g. Al final de
la aclimatizacion se evalu¢ la longitud de hoja mayor
(cm) de las vitroplantas, como indicador muy impor-
tante que utilizado en los laboratorios comerciales
para la seleccion de plantas y sirve de referencia
a otras variables. Las mediciones se realizaron con
una regla graduada de una precision hasta un lugar
decimal y la MF se cuantificé con balanza analitica
con una precision de cuatro lugares decimales.

En un segundo experimento fueron determinados
los efectos del Ad en los aspectos bioquimicos vy fi-
siolégicos de las vitroplantas de aclimatacion. Las
variables bioquimicas y fisiolégicas se determi-
naron a los 0, 14, 28 y 42 dias de su permanencia
en las condiciones de aclimatizacion, tomando las
hojas mas representativas en consideracion de la
categorizacion.

Para la determinacion de la concentracion de pig-
mentos fotosintéticos (clorofilas a y b), se tomd una
hoja de seis plantas por tratamiento (siempre respe-
tando el criterio de la categorizacion de las plantas).
Para 0,2 g de hojas maceradas en nitrégeno liquido,
se afiadié 1 mL de acetona al 80 %. La mezcla se
centrifugd a 10 000 rpm durante 15 minutos y se leyo
en la absorbancia de 645 nmy 663 nm. Se procedio
a calcular las concentraciones de clorofilas a, b y to-
tales (ug. g MF) segun lo descrito por Porra (2002).

Las evaluaciones fisioldgicas se realizaron en el ini-
cio de lafase de aclimatacion, o seaen el diaQy pos-
teriormente a los 14, 28 y 42 dias. Como indicadores
de variables fisioldgicas se midieron la fotosintesis
neta (umol CO, m? s™") y la transpiracion total (mmol
H,O m? s7). Las mediciones de estas variables se
realizaron con el equipo CIRAS? (Sistema Portétil de
Fotosintesis, Europa, PP Systems, UK) acoplado a
una cubeta universal (PLC6 de 2,5 cm?). El area de
la cubeta se cubrié con dos hojas como minimo (2,5
cm?) y estas fueron evaluadas a la luz ¢ptima donde
la fotosintesis fuera méaxima y estable (FFF de 600
umol m=2s™). La concentracion de didxido de carbo-
no y la humedad relativa fueron valores ambienta-
les, 375-400 umol-mol'y 80-90%, respectivamente.
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Las mediciones se realizaron entre las 9:00 y 10:00
horas.

Las extracciones enzimaticas y de proteinas solubles se
realizaron a través del mismo procedimiento. A 0,25 g
de hojas se afadié tampodn Tris-HCI 0 1 M, pH 7,5, que
contenia 0,1 mmol L-1 EDTA, 1 mM PMSF y 15 mM ME,
en una relacion (1:4) (p:v); ademas se agrego al medio
10% de PVPP respecto al peso fresco. La suspension
se homogenizé en un mortero y se centrifugd a 15 000
rom durante 20 minutos. El sobrenadante se colectd uti-
lizandose como extracto enzimatico crudo para cuanti-
ficar la concentracion de proteinas solubles. Todas las
operaciones de extraccion se realizaron a 4°C. La cuan-
tificacion de la concentracion de proteinas solubles se
realizd por el método de Bradford (1976), y se expreso
en Ug-g-1 de masa fresca referidos a una curva patron
de albumina de suero bovino (BSA).

Para la determinacion de la actividad enzimatica de su-
perdxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1), primaria en la
eliminacion de radicales superdxido, se utilizd una mez-
cla que contenia 20 pL de extracto enzimatico, 1 mL de
tampodn fosfato de potasio-KOH 50 mmol L, pH 7.6, 0.1
mmol L' EDTA, 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 utilizd
como fuente de radicales superdxido y se aplicod el mé-
todo del citocromo C (550 nm) (coeficiente de extincion
340=21.1 (mmol L")-1cm™) (McCord & Fridovich, 1969).
El tiempo de reaccion fue de cinco minutos, la actividad
enzimatica se expresé en mmol de superdxido min'y la
actividad especifica se expresé enmmol de superdxido
min'y y-pg-Prot.”.

Procedimiento estadistico

Para las variables morfoldgicos se aplicod la prueba de
T para muestras independientes para un p-valor<0,05.
Para los datos obtenidos en los demas experimentos se
aplicod el Analisis de Varianza (ANOVA) de clasificacion
simple, después de transformados los datos en los ca-
SOS necesarios y prueba de rangos multiples de Tukey
(p-valor<0,05). Para el procesamiento de datos se uti-
lizd el paquete estadistico SPSS version 22 de prueba
para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Indicadores morfologicos

El resultado obtenido muestra, para variables morfologi-
cas en vitroplantas de pifia variedad MD-2 en la transi-
cion in vitro-ex vitro 'y en condiciones de aclimatizacion,
diferencias significativas excepto en la masa fresca. El
tratamiento con &cido jasmonico (1 mg-L") al compa-
rarlo con el control (0 mg-L" de AJ) mostré menores
valores en la altura, longitud de la hoja mayor, numero
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de raices y mayor longitud de raiz mayor; sin embargo,
provocd mayor nimero de hojas, las cuales son impor-
tantes para el desarrollo de las plantas, ya que son los
drganos responsables de la fotosintesis, incluso mas
hojas fotosintéticamente activas implican mas fotosinte-
sis neta (tabla 1).

Tabla 1. Efecto del acido jasmonico en variables morfo-
l6gicas al inicio de la aclimatacion.

Longi- | Nu- .
Concgn— Nume- | tud de | mero Longﬁyd Masa
tracion | Altura 0 de hoja de de raiz fresca
(r;jef:J)* (om) hojas | mayor | rai- r?éa%c))r (9)
9 (cm) ces
0 8,51a | 11,30b 7.64a 7,54a 4,56a 2,25
1 7.96b | 11,84a 7,07b | 5,59b 3,11b 2,14
ES 0,09 0,13 0,09 0,23 0,12 0,04
Slg * * * * * nS

*Medias con letras diferentes indican diferencia significativa
dentro de cada columna para p-valor<0,05 (n=90). ES=Error
estandar. Sig.= Significancia. ns=No significativo.

La incidencia del AJ en la reduccion de la longitud
de la hoja mayor influyé notablemente en reduccion
de la altura de las plantas estudiadas. La igualdad
de las variables sobre MF de ambos grupos expe-
rimentales contrasta con otros indicadores morfo-
l6gicos evaluados. La compensacion de los incre-
mentos y descensos entre las otras cinco variables,
todas involucradas en aporte a la masa fresca de
las plantas evaluadas, puede explicar la equidad re-
gistrada en esta ultima. La masa seca que aportaria
al analisis y mas seleccionada con la formacién de
estructuras, puede ser objeto de analisis en los pro-
tocolos de aclimatacion.

A causa del comportamiento de las plantas tratadas
con AJ, en las cuales cinco de los seis indicadores
morfoldgicos fueron inferiores al grupo control, debe
considerarse su influencia sobre la supervivencia
transito in vitro-ex vitro. Todas las evaluaciones rea-
lizadas cada siete dias, durante los 42 dias del ex-
perimento, demostraron que el 94% de las plantas
control y 96% de las plantas tratadas sobrevivieron,
lo que indica que las disminuciones morfolégicas
analizadas no tuvieron implicaciones letales. Los
incrementos significativos que las plantas tratadas
registraron en la longitud de su hoja mayor demues-
tran los efectos favorables del AJ, expresados du-
rante la aclimatacion. El resultado a los 42 dias indi-
coO que las plantas expuestas a AJ mostraron mejor
efecto sobre la longitud de la hoja mayor (figura 1).
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Lonitud de la hoja mayor (cm)*

= AJ(Omg-L?)
= Al(1mg'L?)

n=30
ES=+0,10

42

Tiempo (dias)

Figura 1. Efecto del acido jasmonico en la longitud de la hoja mayor de vitroplantas de pifia en condiciones de aclimatizacion.
*Letras diferentes indican diferencia significativa para las concentraciones de AJ en los momentos evaluados dentro del proceso

de aclimatacion (p-valor<0,05).

El AJ reduce la tasa de crecimiento de las raices de
Arabidopsis por una reduccion del tamafno de células
y actividad meristematica, permitiendo inhibir el creci-
miento y formacion de raices laterales cuando se utili-
z6 AJ (Wasternack & Hause, 2013).

El AJ desempend un papel importante en la modifi-
cacion de la morfologia de las plantas en respuesta a
diferentes situaciones de estrés (Wasternack & Hause,
2013) lo que quedd en evidencia en el analisis integral
de los resultados de este trabajo, obtenidos tras la eva-
luacion de los sistemas foliar y radical.

Las manifestaciones observadas en la figura 1 deben
corresponderse con cambios en el metabolismo, fa-
vorecidos por el manejo in vitro, en el caso de otras
especies como platano y cafia de azucar (Aragon,
Carvalho, Olmedo, Escalona & Amancio., 2009b;

(A)

150

106a

Aragon, et al, 2009a); demostraron que una mejor pre-
paracion metabdlica de las vitroplantas mejora la tran-
sicion in vitro-ex vitro.

De considerar este indicador morfoldgico como re-
ferente de crecimiento se comprobd de modo cuan-
titativo la apreciacion visual de la mejor calidad que
finalmente alcanzaron las plantas tratadas con AJ de
concluir la fase de aclimatizacion en casas de cultivo.

Aspectos bioquimicos y fisiologicos

Los pigmentos fotosintéticos intervienen mas directa-
mente en el proceso de absorcion y conversion de la
energia luminica necesaria para la fotosintesis. En la
figura 2, se muestra la concentracion de clorofilas a, b
y totales respectivamente.

104a 104a

04a
100 i_ 8a

65b
50

105a 1043

- Al (Omg-L'Y)
== AJ (1 mg-LY)

n=6
ES=+2.8

Concentracion de clorofila a
(1ng.g7'MF)+

0 14

28 42

Tiempo (dias)
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(B)

250

200

150

100

Concentracion de clorofila b
(Hg.g '"MF)+

190a

190a

~#- Al (0mg:L'")

—— Al (1mg-L?)
50
n=6
ES=+7.5
0
0 14 28 42
Tiempo (dias)
(©)
400
-1
+
L 260 300a
E 300 d — 285a
e 60a n—
2 280a 275a 2803
-8
2 z 200
4] -
5= —u- AJ(0mg-L")
= _
22 —— Al(1mgL?)
£S 100 #100b
g n=6
= E5=+9,45
g
g 0]
s 0 14 28 42
o

Tiempo (dias)

Figura 2. Efecto del AJ en concentracion de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total a + b (C) en plantas de pifia en condiciones

de aclimatizacion.

*Letras diferentes difieren estadisticamente en cada momento evaluado dentro del proceso de aclimatacion (p-valor<0,05).

Se evidencia que al inicio de la aclimatacion hubo di-
ferencia significativa entre el control y el AJ, mientras
que desde los 14 hasta los 42 dias los resultados
no mostraron diferencias significativas. Previamente
Ananiev & Ananieva (2004); y Ataei, Moradi &
Akbarpour (2013), demostraron que el AJ tiene un
efecto inhibitorio en la acumulacion de clorofila, lo
cual se debe a su efecto directo en las reacciones
oscuras de la via de sintesis de este pigmento. Los
resultados mostrados muestran una efectiva recu-
peracion de un compuesto vital en la dinamica de
crecimiento de las plantas que, en condiciones de
cultivo in vitro, mantienen esencialmente un creci-
miento mixotréfico muy cercano al heterotrofismo
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(Gonzéalez-Olmedo, et al., 2005). La sintesis de clo-
rofila es una condicion indispensable para que en
los ambientes ex vifro se alcance con la mayor ce-
leridad posible el crecimiento fotoautotréfico, condi-
cién requerida para la supervivencia de las plantas.

Fotosintesis neta y transpiracion total

No se observan diferencias significativas en la fo-
tosintesis neta en ninguno de los cuatro momentos
evaluados en este experimento entre ambos grupos
de plantas, aunque a partir del dia 14 la actividad
fotosintética aumenté con respecto a la evaluada en
el momento de la salida de los frascos (figura 3).
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Figura 3. Efecto del AJ en la fotosintesis neta de vitroplantas de pifia en condiciones de aclimatizacion.
*Letras diferentes difieren estadisticamente en cada momento evaluado dentro del proceso de aclimatacion (p-valor<0,05).

Los resultados obtenidos muestran incremento de la ac-
tividad fotosintética en correspondencia con el tiempo
de tratadas las plantas con AJ; no asi los contenidos
de clorofilas que se mantuvieron semejantes y sin diferir
del testigo en condiciones de aclimatizacion, por 1o que
se infiere que las concentraciones empleadas pueden
influir en la activacion de estos procesos fotosintéticos.

Ananieva & Ananiev (1999) demostraron que el AJ pue-
den influir en el proceso de fotosintesis con la disminu-
cion de la tasa de fijacion fotosintética de CO, y la acti-
vidad de la carboxilasa RuBP.

El comportamiento de las plantulas tratadas con el AJ
al inicio de la aclimatacion puede relacionarse con el
funcionamiento y estructura de complejos pigmento—
proteina denominados antenas, “cosechadores” de
luz (light harvesting complexes), los cuales funcionan
como catalizadores en la obtencion de energia luminica
y en funciones de fotoproteccion y fotoinhibicion (Shan,
et al., 2011). Todo esto, unido a la menor transpiracion,
hizo que las plantulas con el AJ realizaran su fotosinte-
sis con mayor eficiencia principalmente al inicio de la

5

Transpiracion total
(pmol CO; m~2s71)*

aclimatizacion que es un momento critico del proceso.
Otros elementos bioguimicos, como los involucrados en
el metabolismo de especies reactivas del oxigeno, pue-
den brindar méas informacion de la predisposicion de
estas plantas tratadas con AJ y efectos antiestresantes.

El AJ disminuy¢ la transpiracion total de las plantas al
inicio de aclimatacion (figura 4), aunque presentaron
mayor ndmero de hojas (tabla 1). Esto presupone mejor
manejo estomatico inducido por el AJ tal como previa-
mente lo informaron para otras formulaciones de AJ y
jasmonatos (Creelman & Mullet, 1997; Dombrowski &
Bergey, 2007). Después de la transferencia a condicio-
nes ex vitro las plantulas tienen que modificar cualquier
anormalidad (anatémica vy fisiolégica) originada por el
cultivo in vitro. Entre los cambios necesarios se encuen-
tra la forma del estoma (de circular a eliptica) y el desa-
rrollo de las ceras cuticular y epicuticular como cambios
en la anatomia foliar. La reduccion de la densidad de los
estomas e inversamente el aumento de la densidad de
tricomas, especialmente en el lado abaxial de las ho-
jas (Chaari-Rkhis, Maalej, Chelli-Chaaboun, Fki & Drira,
2015) favorece estos procesos.
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Figura 4. Efecto del AJ en la transpiracion total de vitroplantas de pifia en condiciones de aclimatizacion.
*Letras diferentes difieren estadisticamente en cada momento evaluado dentro del proceso de aclimatacion (p-valor<0,05).
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Nuevamente a partir de la evaluacion realizada el
dia 14, la variable transpiracion se igualé en am-
bos grupos experimentales de plantas, con una
disminucion significativa para las plantas control.
Los descensos registrados en las siguientes eva-
luaciones demuestran la eficiencia de la metodo-
logia de aclimatizacion empleada para reducir
pérdida de agua, asociado a la realizacion del
proceso de fotosintesis.

La pérdida de agua desde los 6rganos aéreos
de la planta en forma de vapor se conoce como
transpiracion y es una consecuencia natural de
las caracteristicas anatdomicas fundamentales de
la planta. EI AJ demostré su efecto de control de
este parametro desde los primeros momentos en
el periodo de evaluacion.

Actividad enzimatica, contenido de proteinas solubles
y actividad especifica de la superoxido dismutasa

La transicion in vitro—ex vitro provoca un estrés
abidtico en las plantas, como respuesta producen
especies reactivas de oxigeno, las cuales en con-
centraciones altas provocan anormalidades y en
caso extremo la muerte de las células. La enzima
superoxido dismutasa (SOD) es la primera linea
de defensa contra las especies reactivas de oxi-
geno. Con la ayuda de otras enzimas reduce el
anion superoxido hasta forma agua.

Al evaluar los resultados del AJ sobre la actividad
enzimatica (figura 5), resulta que entre ambos gru-
pos experimentales no existid diferencia en la ac-
tividad enzimética de la SOD en ninguno de los
cuatro momentos evaluados. Sin embargo, a di-
ferencia de las plantas control en las que nunca
varié la actividad de esta enzima, en las plantas
tratadas con AJ ésta se incrementd durante los
primeros 14 dias.
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Figura 5. Efecto del AJ sobre la actividad enzimatica de la superdxido dismutasa en condiciones de aclimatizacion.
*Letras diferentes difieren estadisticamente en cada momento evaluado dentro del proceso de aclimatacion (p-valor<0,05). Una U

corresponde a 1 umol de superdxido por minuto.

En ese periodo del experimento las plantas tratadas
con Ad superan en concentracion de proteinas solu-
bles a aquellas que se utilizaron como control, aun-
que no se presentaron diferencias estadisticas sig-
nificativas en los momentos de evaluacion, excepto
la tercera realizada el dia 28 del experimento que
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fue superior en las plantas utilizadas como testigo
(figura 6).
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Figura 6. Efecto del AJ sobre la concentracion de proteinas solubles en condiciones de aclimatizacion.
*Letras diferentes difieren estadisticamente en cada momento evaluado dentro del proceso de aclimatacion (p-valor<0,05).

Los cambios registrados en la actividad especifica
de la enzima SOD se encuentran en corresponden-
cia con las concentraciones de proteinas solubles
cuantificadas en las plantas y que merecen un es-
tudio proteémico del momento del transito. Las
plantas previamente tratadas con AJ poseian ma-
yor biosintesis proteica, asociada con la mejor pre-
disposicion metabdlica para enfrentar la transicion
(Aragon, Carvalho, Olmedo, Escalona & Amancio,
2009b) lo cual disminuye la actividad en relacion
con este indicador.

0,50
0,40
0,30

0,20 0,17a
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(n.pg.Prot. )"

0,10

0,00

Como consecuencia de los comportamientos ana-
lizados anteriormente, la actividad especifica de la
enzima SOD también presento variaciones. Al finali-
zar la aclimatizacion (42 dias) se aprecia reduccion
de la capacidad metabdlica y tasa de crecimiento
entre otras razones por agotamiento del sustrato, la
actividad especifica de SOD se incrementd, aunque
en las plantas control ocurrié un incremento de la ac-
tividad enzimatica y menor concentracion de protei-
nas. Esta es una evidencia importante de los efectos
antiestresantes inducidas por AJ (figura 7).
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Figura 7. Efecto del AJ sobre la actividad especifica de la superdxido dismutasa en condiciones de aclimatizacion.
*Letras diferentes difieren estadisticamente en cada momento evaluado dentro del proceso de aclimatacion (p-valor<0,05).

106 | Volumen 5| Nimero 1 | Enero-Junio | 2017 .........

Agroecosistemas| Revista para la transformacion agraria sostenible ISSN: 2415-2862



CONCLUSIONES

Las variables morfolégicas (altura, nimero de hojas,
longitud de la hoja mayor, nimero de raices y longi-
tud de raiz mayor) mostraron diferencias significati-
vas entre el tratamiento con AJ y el control al inicio
de la aclimatacion, aunque para la masa fresca no
se presentaron. Sin embargo, a los 42 dias las plan-
tulas expuestas al AJ mostraron mejor efecto sobre
la longitud de la hoja mayor al alcanzar 0,4 cm de
incremento como promedio en relacion al tratamien-
to control.

Los resultados mostraron que el acido jasmonico
atenud los efectos estresantes de la transicion in
vitro-ex vitro al promover hojas con menor pérdida
de agua, menor concentracion de clorofila y un pro-
ceso fotosintético mas eficiente, ademas permitié la
reduccion del estrés oxidativo en la aclimatizacion,
asociado con el aumento de la concentracion de
proteinas solubles y la disminuciéon de la actividad
especifica de la enzima superdxido dismutasa con
mejor calidad de vitroplantas.

Las plantulas tratadas con AJ mostraron menor
transpiracion, 1o cual permitié que realizaran su foto-
sintesis con mayor eficiencia principalmente al inicio
de la aclimatizacion que es un momento critico del
proceso. La actividad especifica de SOD fue mayor
en las plantas control porque tenian el mayor valor
de actividad enzimatica y la menor concentracion
de proteinas, siendo evidente los efectos antiestre-
santes inducidos por AJ.
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