le-7 iy
p <,

)

£are \/

3{] [ﬁ" UNIVEI??IDAt\D AGRR,:R,IA DEPL,A H’:ABANA \\//
ructuoso Rodriguez Pérez _I__“"_

UNAR Facultad de Agronomia AGRONOMIA

Conservacion y manejo de los recursos
fitogeneéticos de pina [Ananas comosus
(L.) Merrill] y especies afines

Mayabeque, 2017




Titulo: “Conservacion y manejo de los recursos fitogenéticos de pifa [Ananas comosus
(L.) Merrill] y especies afines”.

Entidad ejecutora principal del resultado: Universidad Agraria de La Habana

Autores Principales: Daymara Rodriguez Alfonso!, Miriam Fatima Isidron Pérez! y
Marcos Edel Martinez Montero?

Otros Autores: Dubiel Alfonso Gonzalez!, Marcia Beatriz Moya Fernandez!, Ermis
Yanes Paz? Ariel Villalobo Oliveras®, Lydia Galindo Menéndez*, Neysis Pérez
Fernandez*, Odalys Barrios Govin®, Zoila Margarita Fundora Mayor®

Filiacion:

lUniversidad Agraria de La Habana (UNAH). Autopista Nacional km. %2 Mayabeque, Cuba.
2 Centro de Bioplantas. Universidad de Ciego de Avila (UNICA). Carretera a Morén km.9,
Ciego de Avila, Cuba.

3Universidad de Ciego de Avila (UNICA). Carretera a Moron km.9, Ciego de Avila, Cuba.

4 Universidad de las Tunas, “Vladimir llich Lenin” (ULT). Avenida 30 de Nov. S/N, Reparto
Aurora, Las Tunas, Cuba.

SInstituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro de
Humboldt” (INIFAT), calle 1y 2, Nr. 17200, Santiago de las Vegas, La Habana, Cuba.

Colaboradores: 7

RESUMEN: Los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la agricultura (RFAA)
constituyen un recurso de enorme importancia social, econdmica y ambiental. Su
conservacion permite preservar determinados genotipos o poblaciones y sus diversas
combinaciones de genes. Los resultados que se obtuvieron presente investigaciéon son un
aporte al conocimiento y a la conservacion de los recursos fitogenéticos de pifia en Cuba.
Se demostré la amenaza de pérdida de diversidad genética a la que esta sometido el
germoplasma de pifia, sobre todo los cultivares 'Pifia Blanca', '‘Cabezona’ y 'Cayena lisa
de Oriente’; a partir de la escasa diversidad morfolégica y molecular entre y dentro de los
cultivares de los tres grupos horticulturales representados en el pais, asi como los
problemas de manejo fitotécnicos del cultivo, debido a la carencia de informacién, por lo
que se elabord un Folleto como Instructivo Técnico para la ayuda a los productores. Se
informan por primera vez para pifia en Cuba un Listado de Descriptores Minimos
morfoagrondémicos que facilitara los trabajos de caracterizacion, el disefio de nuevos
cebadores SSR para estudios de diversidad genética de la especie y la creacion de una
Coleccion Nuacleo en la que esta representada la mayor variabilidad del germoplasma
presente en el pais. Los resultados alcanzados permitieron proponer acciones para
minimizar la pérdida de la diversidad y recuperar el germoplasma, alternativas en la
propagacion in vitro de hibridos nacionales mediante la sustitucién parcial o total de los
reguladores del crecimiento por los bioproductos nacionales (BB-16 y Pectimorf®) y un
protocolo de vitrificacion de accesiones de pifia conservadas in vitro para el
establecimiento a largo plazo de un criobanco del germoplasma.
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1. DESCRIPCION CORTA DEL RESULTADO

La pifia es un fruto tropical lider en el comercio mundial, es muy apetecida por su excelente
sabor en el consumo fresco y procesado, asi como por sus propiedades culinarias y
medicinales. Aunque la especie es originaria de América del Sur, debido a su adaptabilidad,
tolerancia a la sequia y facil manejo del material de propagacion, se cultiva en las zonas
tropicales y subtropicales de los diferentes continentes.

La importancia de la conservacion de los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la
agricultura (RFAA) unida a la amenaza de erosion genética a la que estdn sometidos, han
propiciado la necesidad de salvaguardar la diversidad genética de estos recursos. Esta es
la razon por la que el Plan de Accion Mundial de la FAO, tiene el compromiso de que los
gobiernos promuevan la conservacion y la utilizacion de la diversidad, mediante sistemas
apropiados de conservacion in situ y ex situ.

El interés de mejorar factores de calidad comercial y de manejo agronémico, ha hecho que
los institutos de investigacion en mejoramiento genético lleven a cabo proyectos
encaminados a completar la informacion que se tiene del germoplasma. Ello ha implicado la
basqueda de una gerencia eficiente de los recursos fitogenéticos (RFG), ya que su
propésito no solo se limita a la conservacion de especies, sino ademas, evaluar la
variabilidad genética, realizan estudios filogenéticos y suministran informacién sobre la
diversidad del material conservado.

A pesar del valor de los RFG de la especie, en Cuba, son muy pocos los estudios sobre
diversidad morfoagrondmica y molecular del germoplasma in situ y ex situ y hay
problemas en su manejo y conservacion. En respuesta mejorar la conservacion y el
manejo del germoplasma de pifia y de especies afines en el presente trabajo se
desarrollaron las siguientes investigaciones:

- Prospecciones y valoracion del estado actual de la diversidad de los recursos
fitogenéticos de pifiay especies afines en Cuba

En las prospecciones desarrolladas se demostrd el estado actual de la diversidad del
germoplasma de pifia en Cuba, de los cinco grupos horticulturales establecidos, solo
existian tres: Espafiola, Cayena y Pernambuco. La base genética de la especie es muy
pobre, los cultivares mas distribuidos y utilizados por los agricultores fueron los del grupo
Espafiola y con riesgo de pérdida 'Pifia blanca'. A pesar de la calidad de los frutos, los
cultivares de los grupos Pernambuco y Cayena, fueron los menos representados debido a
gue requieren mayores atenciones culturales y tienen menor rusticidad. Se pudo constatar
las limitaciones que tienen los productores sobre el manejo adecuado y los requerimientos
del cultivo. Entre las dificultades detectadas se puede mencionar la irregularidad en la
densidad de plantacion y la carencia del deshije y el deshoje lo que limita la entrada en las
plantaciones. En este sentido se desarrollaron talleres y capacitaciones ademas de la
entrega de un libro electrénico. Las prospecciones y recolectas no solo ampliaron la
informacion sobre la diversidad presente in situ y el estatus de los RFG de la especie en
Cuba, ademas incrementaron la coleccion en mas de 50%. Los materiales colectados
fueron identificados mediante un formulario que se elaboré con los principales datos
pasaporte y se clasificaron de forma preliminar de acuerdo a los grupos horticulturales
para su introduccion [Ed. Ciego de Avila, 2002; Cultivos Tropicales 4 (1): 65-71, 2003;
Pineapple News 13, 2006; Pineapple News 15, 2008; Fitotecnia Mexicana 40 (1): 93 —
10, 2017].



- Determinacion de la diversidad del germoplasma mediante marcadores
morfolégicos y moleculares y establecimiento de un Listado de Descriptores
Minimos

La mejora de variedades y las caracterizaciones tradicionalmente se han realizado sobre
la base de la evaluacion del fenotipo, pero esta medida imperfecta del potencial genético
se ha revertido mediante el uso de los marcadores moleculares. Los resultados sobre los
patrones de diversidad morfoagrondmicos obtenidos son los primeros que se notifican
para el pais, demostraron la baja variabilidad morfoagrondmica con 27 descriptores
IBPGR (Bioversity International) y ratificaron la clasificacion de los diferentes grupos
horticulturales. Se afiaden dos estados mas en el descriptor IBPGR “distribucién de las
espinas” al considerar la variabilidad particular del germoplasma cubano. La
caracterizacion y el uso de herramientas estadisticas de avanzada permitieron proponer
por primera vez para Cuba un Listado de Descriptores Minimos, el cual podra ser utilizado
por investigadores y mejoradores en futuros estudios. Con los tres marcadores
moleculares RAPD, AFLP y SRR se corroboré la baja variabilidad morfoagrondmica
detectada. Ademas se demostrd la transferibilidad del marcador SSR y se disefiaron
nuevos cebadores SSR a partir de secuencias de Ananas comosus var. bracteatus (L).
Merr y A. comosus. Estos cebadores permitieron la caracterizacion de la colecciéon y
actualmente los han utilizados otros autores como Achigan-Dako and Clément (2016)
[Agropalca (9): 35-36, 2010; Crop Breeding and Applied Biotechnology 12: 104-110,
2012; Pineapple News 19: 24p, 2012; Scientia Horticulturae 156: 127-130, 2013].

- Identificacion de amenazas de pérdida de diversidad in situ y ex situ y propuesta
de acciones para minimizarlas

Se detectaron amenazas de erosion genética del germoplasma, donde se identificé la
erosion de cultivares durante la conservacion in situ y ex situ y el abandono de cultivares
como las amenazas que mas inciden en la pérdida de diversidad. Se propusieron
acciones para minimizar la pérdida de diversidad como: la propagacion de cultivares con
riesgos de erosion genética y con limitada disponibilidad de brotes, incluidas las especies
afines, el establecimiento de estrategias de conservacion ex situ e in situ, que apoyen la
recuperacion de la diversidad erosionada en los sistemas agricolas dafados, reforzar las
coleccion con esa diversidad valiosa y promover la participacibn comunitaria en la
proteccion y el manejo de la diversidad que atesoran. Las acciones propuestas son las
primeras que se informan en el pais como alternativas para la conservacion y rescate de
los RFG de la especie y estdn en correspondencia con el nuevo paradigma en la
agricultura, FAO “Ahorrar para crecer” [Fitotecnia Mexicana 40 (1): 93 — 10, 2017].

- Conservacion del germoplasma a partir de las acciones propuesta para disminuir
la pérdida de diversidad genética

De las acciones propuestas para la conservacion del germoplasma se ha logrado
ejecutar: la micropropagacion mediante técnicas biotecnologicas en funciéon de los
intereses productivos, como la propagacion de hibridos CBCE-116 y CBCE-74, donde por
primera vez al protocolo de multiplicacion y enraizamiento, se le sustituy0 parcial o
totalmente los reguladores del crecimiento por los bioproductos nacionales BB-16 y
Pectimorf®. Los resultados de los cambios en el protocolo de la micropropagacion
pueden ser extendidos a las biofabricas y otros centros donde se multiplique la especie.
La obtencion de los hibridos fue premio ACC en 2001, no asi las modificaciones al
protocolo de multiplicacion con los bioproductos nacionales BB-16 y Pectimorf®. En la
fase de aclimatizacion se determinaron requerimientos de riego y de sustrato, etapa en la



gue se logro mas de 90% de supervivencia. Se ha fomentado la conservacion in vitro del
germoplasma ex situ por medio de técnicas de crioconservacion, al protocolo ya
establecido para apices de pifia se le vari6 el tiempo de exposicion de los explantes en
PVS y se demostraron los cambios estructurales que provocaba. El protocolo de
crioconservacion de apices de pifia fue premio ACC en 1998, no asi las modificaciones al
protocolo y los resultados de la crioconservacion de otros genotipos de pifia que no
estuvieron contemplados en el premio. Se han establecido estrategias de conservacion
ex situ (in vitro/in vivo) e in situ, que han apoyado la recuperacion de la diversidad
erosionada en los sistemas agricolas dafiados y asi reforzar ambas colecciones con esa
valiosa diversidad, como el establecimiento de la primera Coleccion Nucleo de pifia en
Cuba la cual facilitard el trabajo del curador del banco de germoplasma, de los
mejoradores e investigadores ya que en ella estan identificados los genotipos de mayor
variabilidad. [Cryoletters, 22(2): 85-86, 2001; Biocell 31(3): 417, 2007; Ed. Intech Open
Access Publisher 359-396, 2012; Agrotecnia de Cuba, 6(2):54-58, 2013; Ed. Instituto
Interamericano de Cooperacion para la Agricultura: 127-144, 2013; Cultivos
Tropicales 37: 81-90, 2016].

Novedad cientifica de los resultados:

Los resultados presentados constituyen un aporte al conocimiento y a la conservacion de
los RFG de pifia en Cuba. Se demuestra, mediante la caracterizacion morfoagronémica y
molecular que la diversidad genética es escasa. Se ajusta el Listado de Descriptores del
IBPGR (Bioversity International) para el cultivo, en el que se afiaden dos estados mas en
el descriptor “distribucion de las espinas”, al considerar la variabilidad particular del
germoplasma evaluado y se establece un Listado de Descriptores Minimos para la
caracterizacion morfoagronémica. Se establecen en la fase de aclimatizacion
requerimientos de riego y sustrato. Por primera vez: se disefian nuevos cebadores SSR
para pifia a partir de secuencias publicadas de A. bracteatus. Se realiza la caracterizacion
molecular del banco de germoplasma; se identifican los riesgos de erosion genética y se
proponen acciones para minimizarlos, y se establece una coleccién ndcleo que recoge la
mayor variabilidad.

Importancia practica de los resultados:

Los resultados obtenidos permitiran mejorar el conocimiento sobre las caracteristicas y
disponibilidad de los RFG de pifia para los agricultores, mejoradores y la comunidad
cientifica. Las prospecciones han rescatado cultivares que se perdieron en la coleccion ex
situ y de lugares en los que se ha abandonado la tradicion. Estos aspectos responden a
una de las politicas del pais y de las prioridades del Ministerio de Agricultura: la
conservacion de los RFG. La caracterizacion morfolégica y molecular facilita el uso y
manejo del germoplasma en programas de mejora. El Listado de Descriptores Minimos ha
simplificado los estudios de caracterizacion morfoagronomica y pueden ser usados en
otros paises. Los nuevos cebadores disefiados han facilitado la caracterizacion molecular,
han sido utilizados para realizar otros estudios de diversidad en el germoplasma nacional
e internacional. Con la identificacion de las amenazas y las acciones propuestas se ha
logrado minimizar la creciente pérdida de diversidad de algunos cultivares y el rescate de
determinadas tradiciones. El protocolo de crioconservacion se ha convertido en otra
alternativa para la conservacion a largo plazo del germoplasma de pifia. El uso de
bioproductos como sustitutos parciales o totales de los reguladores del crecimiento han
representado una alternativa econdmica en la propagacion in vitro de la especie y los
requerimientos de riego y diferentes sustratos permite mejorar la supervivencia en la fase
de aclimatizacién de los hibridos micropropagados.
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RESULTADO CIENTIFICO TECNICO DETALLADO
[. INTRODUCCION

La importancia de la conservacion de los RFAA, unida a la amenaza de erosion genética a la
que estdn sometidos, han propiciado la necesidad de salvaguardar la diversidad genética
(Engels y Visser, 2007). Razon por la cual el Plan de Accién Mundial de la FAO, tiene el
compromiso de que los gobiernos promuevan la conservacion y la utilizacion de la
diversidad, mediante sistemas apropiados de conservacion in situ y ex situ (FAO, 1996).

Los bancos de germoplasma son una de las alternativas de conservacién ex situ. El éxito de
este tipo de conservacién depende de la accesibilidad a las accesiones y su correcta
caracterizacion (Martinez et al., 1995; Lobo y Medina, 2009). Esto facilita sin lugar a dudas,
el manejo racional de las colecciones y los programas de mejora, la seleccién adecuada de
los progenitores para estrategias de cruzamiento, elimina las duplicaciones y enriquece las
colecciones (Engelmann y Engels, 2002; Cubero, 2013).

Existen varias colecciones en el mundo que preservan los RFG de la especie, tales como la de
la Empresa Brasilera de Pesquisa Agropecuaria, en Brasil, con mas de 800 accesiones, la del
Centro de Cooperacion Internacional en Investigacion Agricola para el Desarrollo -
Departamento de Cultivos Fruticolas y Horticolas en Martinica, con mas de 450 accesiones y la
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos en Hawai, con mas de 130 accesiones
(Coppens et al. 1997; Bartholomew et al., 2010). En las mismas se han realizado trabajos para
explorar la variabilidad existente a través de caracterizaciones morfoagronémicas (Leal et al.,
1986; Ferreira y Cabral, 1993; Duval et al., 1996). Los estudios de diversidad genética en las
colecciones de pifia son muy pocos, en el caso de los marcadores moleculares RFLP se han
empleado en el germoplasma brasilefio (Duval et al., 2001) y AFLP, ISSR y RAPD en el
mexicano (Tapia et al., 2005a y b; Yanes et al., 2005).

Por otra parte, el interés de mejorar factores de calidad comercial y de manejo agronémico,
ha hecho que los institutos de investigacion en mejoramiento genético lleven a cabo
proyectos encaminados a completar la informacién que se tiene del germoplasma (Montes,
2008). Ello ha implicado la busqueda de una gerencia eficiente de los RFG, ya que su
propédsito no solo se limita a la conservacién de especies, sino ademas, permiten evaluar la
variabilidad genética, realizan estudios filogenéticos y suministran informacién sobre la
diversidad del material conservado (Lobo y Medina, 2009). Sin embargo, la mayoria de los
programas de mejoramiento de pifia se han centrado en unos pocos cultivares y no han
tomado en cuenta parte de la diversidad genética existente. Esta omisién esta acompafiada
de una caracterizacion incompleta del germoplasma y de complejidades taxonémicas aln no
resueltas del género (Coppens d’Eeckenbrugge et al., 1997), como la clasificacion de los
cinco grupos horticulturales de pifia propuestos por Py et al. (1987) y seriamente cuestionada
por Duval y Coppens d’Eeckenbrugge (1993).

En Cuba, en sus inicios el Banco de germoplasma estaba reconocido internacionalmente
como un banco mediano, con mas de 150 accesiones, pero debido a factores bibticos y
abidticos se han perdido diversas accesiones, al igual ha sucedido con los recursos in situ de
pifia por lo que ha sido necesario desarrollar una estrategia de conservacion ex situ e in situ
gue permita rescatar y caracterizar el germoplasma para su adecuado manejo, por lo que la
presente investigacion tiene como:

Objetivo general: Conservar los recursos fitogenéticos de pifia y especies afines para su
adecuado manejo.
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Objetivos especificos:

Realizar prospecciones y recolectas de germoplasma para valorar el estado actual de la
diversidad de los recursos fitogenéticos de pifia y especies afines.

Determinar la diversidad del germoplasma mediante marcadores morfolégicos y
moleculares y establecimiento de un Listado de Descriptores Minimos.

Identificar las amenazas de pérdida de diversidad in situ y ex situ, asi como propuesta
de acciones que las minimicen.

Conservar el germoplasma a partir de las acciones propuesta para disminuir la pérdida
de la diversidad genética dela pifia en Cuba.
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ll. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion abarca un periodo de 17 afios, desde 1997- 2014. Los experimentos
se desarrollaron en diferentes instituciones.

2.1. Exploracion de la diversidad de los recursos fitogenéticos de pifiay especies afines

Los recursos fitogenéticos de pifia en Cuba se encuentran conservados in situ en huertos y
fincas. Ademds, existe una coleccion ex situ para Cuba en el Centro de Bioplantas
perteneciente al MES, provincia Ciego de Avila, situada a 21°47’ de latitud Norte y 78°17' de
longitud Este, a 80 m.s.n.m. El germoplasma esté integrado por introducciones, cultivares
mejorados, colectados, entre otros (Tabla 1).

Tabla 1. Cultivares de pifia y especies afines de la familia de la coleccidn ex situ.

No. - GRUPO

ID. MATERIAL VEGETAL BCC)B. GENERO ESPECIE HORTICULTURAL PROCEDENCIA
1Cu Espafiola roja M 35 009 Ananas comosus Espafiola Cuba (Radiaciones 35Gy)
2Cu Champaka 030 Ananas comosus Cayena Brasil
3Cu Espafiola roja Colorada del Ramén 004 Ananas comosus Espafiola Cuba (Sgto. de Cuba)
5Cu Espafiola roja (18) 086 Ananas comosus Espafiola Cuba (Villa Clara)
6Cu Baré6n de Rothschild 019 Ananas comosus Cayena Cuba (Granma)
7Cu Pifia Blanca del Caney 040 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Sgto. de Cuba)
8Cu Jupi 062 Ananas comosus Pernambuco Brasil
9Cu Puerto Rico 033 Ananas comosus - Puerto Rico
10Cu China 050 Ananas comosus ? Cuba (INCA)
11Cu Mocaena 029 Ananas comosus Cayena Cuba (INCA)
12Cu Hibrido CBCE-054 099 Ananas comosus - Cuba (Prog. de mejora)
13Cu Hibrido CBCE-021 098 Ananas comosus - Cuba (Prog. de mejora)
14Cu Pifia blanca 133 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Bolondrén)
15Cu Cabezona 005 Ananas comosus Espafiola Cuba (Holguin)
16Cu Espafiola Morada 075 Ananas comosus Espafiola Cuba (Holguin)
17Cu Pifia blanca serrana 039 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Morén)
21Cu Cayena lisa serrana 018 Ananas comosus Cayena Cuba (Morén)
22Cu MD-2 109 Ananas comosus Cayena Costa Rica
24Cu Cayena de Hawai 037 Ananas comosus Cayena Hawai
25Cu Hibrido CBCE-003 097 Ananas comosus - Cuba (Prog. de mejora)
26Cu Espafiola roja Florencia 044 Ananas comosus Espafiola Cuba (Florencia)
28Cu Bromelia pinguin 059 Bromelia pinguin - Colombia
29Cu Bromelia karatas 060 Bromelia karatas - Colombia
30Cu Espafiola roja pinarefia * 001 Ananas comosus Espafiola Cuba (Ciego de Avila)
31Cu Branco 053 Ananas bracteatus - Brasil
33Cu Espafiola roja un borde liso 008 Ananas comosus Espafiola Cuba (Caney)
35Cu Cubana 025 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Baracoa)
36Cu Curujey 061 Tillandsia fasiculata - Cuba (UNAH)
37aCu Espafiola roja P3R5 012 Ananas comosus Espafiola Cuba (var. somaclonal)
37bCu  Espafiola roja P3R5 012 Ananas comosus Espafiola Cuba (var. somaclonal)
38Cu Cayena lisa 016 Ananas Ccomosus Cayena Cuba (Cienaguilla)
39Cu Espafiola roja 027 Ananas comosus Espafiola Cuba (Cienaguilla)
40Cu Espafiola roja 010 Ananas comosus Espafiola Cuba (Ceiba Agua)
41Cu Espafiola roja 082 Ananas comosus Espafiola Cuba (Baracoa)
42Cu Mocaena 038 Ananas Ccomosus Cayena Cuba (Baracoa)
43Cu Ocaena 093 Ananas Ccomosus Espafiola Cuba (Baracoa)
44Cu Espafiola roja 017 Ananas comosus Espafiola Cuba (San Cristébal)
45Cu Espafiola roja 046 Ananas comosus Espafiola Cuba (Rosario)
46Cu Espafiola roja 118 Ananas Ccomosus Espafiola Cuba (Vinales)
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ID. MATERIAL VEGETAL :;IC(); GENERO ESPECIE HOR'ISI;(?SLP'I(')URAL PROCEDENCIA
47Cu Espafiola roja 077 Ananas comosus Espafiola Cuba (Aguada)
48Cu Espafiola roja 073 Ananas comosus Espafiola Cuba (Abreus)
49Cu Pifia blanca 071 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Rodas)
50Cu Cayena lisa 072 Ananas comosus Cayena Cuba (Rodas)
51Cu Espafiola roja 070 Ananas comosus Espafiola Cuba (Rodas)
52Cu Cayena lisa 042 Ananas comosus Cayena Cuba (Ceiba del Agua)
53Cu Espafiola roja 134 Ananas comosus Espafiola Cuba (Bolondrén)
54Cu Cryptanthus acaulis - Cryptanthus  acaulis - Cuba (Cotorro)
56Cu Aechmea fasiata - Aechmea fasiata - Cuba (Cotorro)
59Cu Espafiola roja del Caney 007 Ananas comosus Espafiola Cuba (Caney)
60Cu Cubana del Caney 041 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Caney)
61Cu Espafiola roja Colorada del Caney 003 Ananas comosus Espafiola Cuba (Caney)
63Cu Espafiola roja 023 Ananas comosus Espafiola Cuba (Niceto Pérez)
64Cu Espafiola roja 081 Ananas comosus Espafiola Cuba (Colombia)
67Cu Cayena lisa 121 Ananas comosus Cayena Cuba (Nueva Gerona)
68Cu Espafiola roja 084 Ananas comosus Espafiola Cuba (Arabos)
69Cu Pifia de raton 058 Bromelia pinguin - Cuba (La Habana)
70Cu Pifia blanca 065 Ananas comosus Pernambuco Cuba (Baracoa)
2 Espafiola roja Nozeran Ananas comosus Espafiola Nozeran
6 Espafiola roja Jibara del Caney Ananas comosus Espafiola Cuba (Caney)
10 Espafiola roja M 25 Ananas comosus Espafiola Cuba (Radiaciones 35Gy)
11 Espafiola roja Enana Ananas comosus Espafiola Cuba (var. somaclonal)
13 Cayena lisa de Oriente Ananas comosus Cayena Cub
14 Cayena de Martinica Ananas comosus Cayena Martinica
17 Cayena de Kenia Ananas comosus Cayena Kenia
18 Cayena de México Ananas comosus Cayena México
19 Cayena de Panama Ananas comosus Cayena Panaméa
20 Cayena de Rep. Dominicana Ananas comosus Cayena Republica Dominicana
21 Cayena de Sao Tomé y Principe Ananas comosus Cayena Sao Tomé y Principe
22 Cayena de Ecuador Ananas comosus Cayena Ecuador
24 Mocaena Ananas Comosus ? Cuba
26 Primavera Ananas comosus Mordilona Brasil
27 Pifia Blanca del Caney Ananas comosus Pernambuco Cuba (Caney)
28 Pomare Ananas COmosus ? Brasil
31 var. Tipicus Ananas comosus ? Brasil
34 Espafiola roja (1) Ananas comosus Espafiola Cuba
35 Espafiola roja (3) Ananas comosus Espafiola Cuba
36 Espafiola roja (8) Ananas comosus Espafiola Cuba
37 Espafiola roja (9) Ananas comosus Espafiola Cuba
38 Espafiola roja (10) Ananas comosus Espafiola Cuba
39 Espafiola roja (12) Ananas comosus Espafiola Cuba
40 Espafiola roja (12A) Ananas comosus Espafiola Cuba
41 Espafiola roja (15) Ananas Ccomosus Espafiola Cuba
43 Cayena de Francia 921 Ananas comosus Cayena Francia
44 Hibrido cxe 202 Ananas comosus Hibrido CxE Cuba (Prog. de mejora)
45 Hibrido cxe 203 Ananas Ccomosus Hibrido CxE Cuba (Prog. de mejora)
46 Hibrido cxe 287 Ananas Ccomosus Hibrido CxE Cuba (Prog. de mejora)
47 Pifa criolla Ananas Ccomosus Espafiola Cuba
48 Cayena Melba Ananas comosus Cayena Cuba (Holguin)
49 Espafiola roja (I-122) Ananas comosus Espafiola Cuba
50 Espafiola roja Ananas Ccomosus Espafiola Cuba
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ID. MATERIAL VEGETAL g% GENERO ESPECIE HOR'ISI;ESLP'I(')URAL PROCEDENCIA
51 Espafiola roja (1-126) Ananas comosus Espafiola Cuba
52 Espafiola roja (1-127) Ananas comosus Espafiola Cuba
53 Espafiola roja (1-128) Ananas comosus Espafiola Cuba
54 Espafiola roja (I-129) Ananas comosus Espafiola Cuba
55 Espafiola roja (I-130) Ananas comosus Espafiola Cuba
56 Espafiola roja (1-131) Ananas comosus Espafiola Cuba
57 Hibrido 1339 Ananas comosus Hibrido CxE Cuba (Prog. de mejora)

* genotipo no incluido en la caracterizacién molecular; No.BG.-nimero de entrada en el banco de germoplasma,
ID.-numero utilizado para la identificacion del material, var.-variedad, Stgo.- Santiago y prog.-programa

Las recolectas se desarrollaron en varia etapas de investigacion, durante los afios 1997 - 2010,
con la colaboracién del Centro de Bioplantas, del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de
Holguin, de varias instancias del MINAG, el MES, el Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio
Ambiente, la ANAP, el Poder Popular de los diferentes territorios visitados y la UNAH. Se
prospectaron varias provincias de las tres regiones, cada material colectado fue introducido en
el banco de germoplasma. Para el registro de las accesiones se elabor6é un formulario con los
principales datos pasaporte, botanicos, geograficos, edafolégicos, entre otros (Anexo 1). Cada
accesion se clasifico de forma preliminar de acuerdo a los grupos horticulturales a los que
pertenecian.

Andlisis de datos: se determiné el porcentaje de los cultivares segun el grupo horticultural,
de las tres regiones del pais y la composicion del banco de germoplasma respecto a la
procedencia de las accesiones (cubanas y foraneas), mediante el programa Microsoft Excel.

2.2. Caracterizacion fenotipica del germoplasma ex situ de pifiay especies afines

La caracterizacion de la coleccion ex situ se realizé entre los afios 2000 — 2012. Se tuvieron
en cuenta tanto caracteres cualitativos como cuantitativos.

2.2.1. Caracterizacion morfolégica del germoplasma

Para la caracterizacion morfolégica del germoplasma cubano se evaluaron 10 descriptores
(IBPGR, 1991) (Tabla 2). Las observaciones se realizaron en la hoja D, segun lo
recomendado en el cultivo por Py et al. (1987) y Bartholomew et al. (2002), en cinco plantas
de cada una de las accesiones en estudio.

Un primer andlisis comprendié todas las accesiones, pero debido a las limitaciones
morfoldgicas relacionadas con las caracteristicas particulares de fructificacién de las seis
especies afines, no fueron incluidas en el andlisis morfolégico, por lo que solo se realizé en
48 accesiones (cultivares, hibridos y variantes somaclonales) de la coleccion.

Tabla 2. Descriptores morfol6gicos evaluados en la coleccion ex situ.

No. No.
IBPGR DESCRIPTOR IBPGR DESCRIPTOR
4.1 Vegetativos 4.3.12 Color externo del fruto
4.1.8 Color de las hojas 4.3.10 Profundidad de los ojos
4.1.9 Presencia de piping 4.3.20 Forma de los ojos
4.1.15 Distribucion de las espinas 4.4 Pulpa
4.1.18 Direccion de las espinas 4.4.2 Color de la pulpa
4.3 Fruto 45 Corona
4.3.3 Forma del fruto 4.5.9 Numero de coronas
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Analisis de datos: para el analisis de los datos cualitativos se realiz6 un Escalado 6ptimo,
en el que se empled el Analisis de Componentes Principales Categéricos (CATACP) para
seleccionar los descriptores de mayor contribucion en los estudios de caracterizacion
morfoldgica y obtener la matriz de distancias a utilizar en el andlisis de conglomerados
(Navarro et al., 2010). El criterio de seleccion de autovectores que se siguié fue el de los
valores mas préximos al mayor valor y la contribuciébn en porcentaje de cada eje a la
variabilidad total (Fundora et al., 1992). La identificacion de los grupos horticulturales, se hizo
a través del andlisis de conglomerados, aplicado a las Componentes Principales resultantes
del CATACP. Se utilizé la matriz de Distancias Euclidianas al cuadrado y el método de Ward
como forma de agregacion jerarquica ascendente (Franco et al., 2005). La linea de corte
para la formacién de las clases se establecié en base al criterio del investigador (NUfez et
al., 2004; Nanez y Escobedo, 2011). El procesamiento de los datos se realiz6 mediante el
paquete estadistico SPSS ver.16 (SPSS, 2002) y los valores de remuestreo se determinaron
con el paquete estadisticoPAST ver.2.12 (Hammer et al., 2001).

En el caracter cualitativo “distribucion de espinas” fue necesario introducir modificaciones al
Listado de Descriptores para pifia (IBPGR, 1991), pues se detectd6 que un grupo de
accesiones mostraron rangos de variacion dentro de los estados de los caracteres, que no
estaban contemplados en dicho listado. A estos caracteres se le asigné un numero
especifico que permitiera incluirlo como un estado intermedio para el caracter evaluado. El
resto de los caracteres analizados (Tabla 2) fueron facilmente identificables por el nimero de
cada estado que aparece en el descriptor.

2.2.2. Evaluaciéon agronémica del germoplasma

Para la caracterizacion agronémica del germoplasma cubano de pifia, se evaluaron 17
descriptores (IBPGR, 1991) (Tabla 3). Las observaciones se hicieron en cinco plantas de
cada una de las 48 accesiones seleccionadas para el estudio (cultivares, hibridos y variantes
somaclonales), mas seis especies afines de la coleccion.

Tabla 3. Descriptores agronémicos evaluados en la coleccion ex situ.

No.

IBPGR DESCRIPTOR

4.1 | Vegetativos

4.1.3 | Altura de la planta (cm)

Diametro de la planta (cm)

Se midié con una cinta métrica tomando como punto de referencia las hojas mas
largas.

4.1.11 | Longitud de la hoja D (cm)

4.1.13 | Ancho de la hoja D (cm)

4.3 | Fruto

4.3.4 | Masa del fruto con corona (g)

4.3.5 | Longitud del fruto (cm)

4.3.6 | Diametro del fruto (cm)

4.3.22 | Numero de espirales

4.3.27 | Namero de ojos en la espiral méas larga

6.4 | Pulpa

6.4.4 | Masa del fruto sin corona (g)

6.4.6 | Diametro del coraz6n (cm)
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Continuacion........

No

IBPGR DESCRIPTOR

Relacion masa de la corona/masa del fruto
Una vez determinada la masa de la corona y la del fruto, se calculd la relacion
entre ambas.

6.5 | Corona

6.5.5 | Longitud de la corona (cm)

6.5.6 | Masa de la corona (g)

6.8 | Composicion quimica

6.8.2 | Total de sdlidos solubles (°Brix)

6.8.4 | Acidez total

6.8.11 | Contenido de acido ascérbico (Vit. C)

N Estos caracteres no estan recogidos por el IBPGR, pero fueron evaluados por la importancia que
merecen para la discriminacion de los materiales cubanos

Andlisis de datos: para seleccionar los descriptores cuantitativos de mayor contribucion en
la evaluacion agronoémica, se realizé un Analisis de Componentes Principales (ACP), basado
en la matriz de correlacion de Pearson y se utiliz6 como criterio de seleccién de autovectores
lo recomendado por Fundora et al. (1992).

Los caracteres de menor contribucion en los andlisis iniciales (masa del fruto con corona,
masa de la corona y contenido de Vit. C), fueron eliminados, no se consideraron ni en este ni
en los siguientes andlisis por su poco aporte a la variabilidad. Con los restantes caracteres,
se realiz6 la evaluacion agronémica. A partir de la matriz de correlacion obtenida del ACP se
realizo el andlisis de conglomerados para la identificacion de los grupos horticulturales de
pifia, se siguid el mismo procedimiento que en la caracterizacién morfolégica (2.2.1.).

- Principales caracteristicas de los grupos horticulturales de pifia a partir de la
integracion de los caracteres morfoagronémicos

A partir de los resultados de la caracterizacion morfologica y agrondmica se realizd la
descripcion de las principales caracteristicas de cada grupo horticultural.

2.2.3. Seleccién de Descriptores Minimos

Los descriptores previamente seleccionados en los acapites 2.2.1. y 2.2.2. (ocho
morfoldgicos y 14 agrondémicos, para un total de 22), se utilizaron para el establecimiento del
Listado de Descriptores Minimos de la coleccion.

Andlisis de datos: para seleccionar los descriptores minimos se siguid el mismo
procedimiento que en el andlisis morfologico (acapite 2.2.1.).

2.3. Diversidad genética mediante los marcadores moleculares AFLP, RAPD y SSR

Material vegetal: se utilizaron hojas jovenes de plantas visiblemente sanas de 39
accesiones para el marcador molecular tipo AFLP y 57 para RAPD y SSR.

Aislamiento del ADN gendmico: el aislamiento del ADN gendmico se realizé mediante dos
vias la del protocolo de Kobayashi et al. (1998) con algunas modificaciones y por el Kit de
extraccion DNeasy® de QIAGEN. La calidad y concentracién del ADN se verificé en gel de
agarosa al 0,8%. La concentracion se estimé visualmente por comparacion con una serie de
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estandares de concentraciones (de 100-1000 ng.uL?), las muestras se llevaron a una
concentracion de 500 ng.uL? para el marcador AFLP y 25 ng.uL™ para RAPD y SSR.

Andlisis de datos: con la matriz binaria generada en cada marcador se determind la
similitud genética entre los genotipos estudiados, mediante el coeficiente de Dice (1945),
derivado de las propiedades de los alelos muestreados y de las similitudes genéticas entre
las entradas, que se calcula mediante la formula: S= [2N11 / (2N11+ N1g+No1)]. Donde, N1 es
el numero de fragmentos presentes en ambos individuos, Nio es el nUmero de fragmentos
presentes en el individuo i y Noi en el individuo j; con los valores obtenidos se construyd una
matriz de similitud. Los genotipos de pifia estudiados se agruparon en base a sus relaciones
de similitud genética con el Método de las medias aritméticas por grupo no ponderadas
(UPGMA), a partir de la matriz de similitud obtenida de la proporcion de fragmentos comunes
(Nei y Li, 1979). La linea de corte para la formacién de las clases se establecié en base al
criterio del investigador (Nufiez et al., 2004; Nufiez y Escobedo, 2011). Para medir la calidad
de la clasificacion del dendrograma, se calculé el coeficiente de correlaciébn cofenética
después de la construccién de la matriz cofenética; con la que se hizo la bondad del ajuste
entre la matriz de similitud original obtenida al aplicar el Analisis de Conglomerados
(Londoiio et al., 2007). Estos calculos se efectuaron a través del paquete estadistico NTSYS-
pc ver.2.11 [Exeter Software, Stauket; NY., EE.UU. (Rohlf, 2001)]. La fiabilidad de los grupos
obtenidos en el dendrograma se evalué mediante el analisis de remuestreo (bootstrap) (2000
réplicas) con el paquete estadistico TREECON ver.1.3b (van de Peer y De Wachter, 1994).

Para el marcador molecular tipo SSR también se le determin6 a cada locus microsatélite la
composicion alélica de cada genotipo y el nimero total de alelos y los siguientes parametros
de diversidad:

¢ Frecuencia de los alelos (considerando p<0,05 y p=0,9 como alelos raros y fijados en la
poblacion respectivamente)

o Numero de alelos por locus (A)

¢ Heterocigosidad observada (Ho, mediante recuento directo)

e Heterocigosidad esperada [(He= 1- Zpi? donde pi es la frecuencia de alelo i" (Nei, 1973)]
¢ Numero efectivo de alelos (Ne= 1/1-He)

e indice de fijacion de Wrigth (F=1-Ho/He) (Wright, 1951)

¢ Probabilidad de identidad (Pl= 1-Zpi* + ZZ (2pipj)?, donde pi y pj son las frecuencias de
alelos iy j'" respectivamente). Determina la probabilidad de que dos genotipos diploides
escogidos al azar, presenten el mismo perfil genético, es decir, que compartan los
mismos alelos, y por tanto, sean idénticos (Paetkau et al., 1995).

o Desviaciones significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), con una
probabilidad de p<0,01 para cada loci, las cuales fueron analizadas segun el método de
la Cadena de Markov (Markov, 1971).

Para estos calculos fueron utilizados distintos paquetes estadisticos, donde: el paquete
ARLEQUIN 3.01 (Excoffier et al., 2005) se aplicé para el calculo de A, Ho, He, frecuencias de
los alelos y desviaciones del HEW; el paquete POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1997) para Ne y
F; y finalmente la Pl se determiné mediante el paquete IDENTITY 1.0 (Wagner y Sefc, 1999).
Por normas de los paquetes estadisticos, el genotipo poliploide (15Cu Cabezona) no fue
incluido en el procesamiento de los datos mediante ARLEQUIN 3.01, POPGENE 1.32 e
IDENTITY 1.0.
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2.3.1. Diversidad genética mediante el marcador tipo AFLP

La técnica de AFLP se realiz6 segun las descripciones de Vos et al. (1995). Esta técnica
consta de las siguientes etapas (Fig. 1): restriccion del ADN con las enzimas Eco Rl y Mse |,
ligamiento de adaptadores, preamplificacion con una base selectiva, amplificacion con tres
bases selectivas, electroforesis y revelado de los fragmentos amplificados.

Digestion del ADN gendomico: la mezcla de digestién (50 uL) contenia 500 ng de ADN
gendémico, 0,2 U.uL*Eco RI, 0,2 U.uL* Mse |y 1X buffer RL [10 mmol.L* Tris-HAc (pH 7,5),
10 mmol.LtMgAc, 50 mmol.L't KAc y 5 mmol.L ditiotreitol]; y se incubé durante 4 h a 37°C.

Adaptador Eco RI Adaptador Mse |
5-CTCGTAGACTGCGTACC-3’ 5-GACGATGAGTCCTGAG-3’
3-CATCTGACGCATGGTTAA-5 3-TACTCAGGACTCAT-%
AN Y
gendrnico
EcoF.I EcoR.I b
Y — OBATTC ——— GAATTC — 3 —
F—— CTTAA —— CTTARG— 5 Eco BIfTlse I
Foo R I Ivlze I 1 Resiriccion
Yo
Y W ATTC——— TTaA— 37 U
3F——CTTALG LATT — 5°
Tvke I Ivke I ¢
ﬁ
_— Pn"‘r— O — 3 :
Pa F &daptadores Eco BRI
vl [+ T4 ligasa
Adaptadar Eca RI Adaptador Mse 1 N
it Pt ’ ) J Lizamiento
SACTOCOOT LA LT —— TII‘ECTCEGGECTCET 3
A TOACOCATOOTTAL O—— AAIGACTCCTGACGTAIS 4,
+ Cebador IWse I+ una base selectnra E_ﬂﬂDN dilido
NEHTGHGTCCTGEGT Cehador Eco BRI+
ABCTOGOGTACTAS TTC —T]E‘%CTCEGGBCTCH 3 Cebador Ilse T+H
VTOACCOCATOOTT A ———— Al GAGTCCTGAGT LS | { Tagpol.
GRCWCN
Cebador Eco B I+ una base selectiva FCR
* ¢ Preamp lific acion
e ———n ]
AT dilnido de la POE.
Cebador Ivlse I+ tres bases selectrras Cebador Eco BI+HHH
N EATOAGTCCTOAGTA 17 Sebadorbse NN
FECTOCOTACCRATTC —— T THCTCEGGHCTCP.T‘ 7 U ag pol.
PTOACGCATGOTTAAG —— a%hm.mmm 5 PR
GACTGCGTACCEETT(;N NN ¢ 4 mp lificaciin
Cebador Eco B I+ tres bases selectrras
ELECTROFCRESIS

Figura 1. Descripcion de las etapas involucradas en el desarrollo de la técnica de AFLP. El panel
izquierdo muestra los procesos que ocurren a nivel molecular y el derecho, detalles del protocolo.
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Ligamiento de adaptadores: a la mezcla de ADN digerido se le afadieron 10 pL de
soluciéon de ligacion [0,5 pmol.uLtadaptador Eco RI, 5 pmol.uL? adaptador Mse I, 1,2
mmol.L* ATP, 1X buffer RL y 0,1 U.uL? de la enzima T4 ADN ligasa. La mezcla se incub6
toda la noche a 16°C.

Preamplificacion con base selectiva: se tomaron 2 uL de la mezcla de ligacion y se
diluyeron en 38 uL de agua (dilucion 1:20). Esta solucion fue el sustrato de las reacciones de
amplificacién. Para ello se utilizaron cebadores con una regién complementaria a la region
arbitraria del adaptador y otra al sitio de corte reconocido por la enzima, mas un nucleétido
arbitrario. Para la realizacion de este paso se prepararon dos mezclas por separado: la
mezcla 1 (25 pL) contenia los cebadores Eco RI (3 ng.puL™?) y Mse | (3 ng.uL?) y los dNTPs
(0,8 mmol.L?). La mezcla 2 (20 pL) contenia la Tag polimerasa (0,05 U.uL?) y el buffer de
PCR (1X). La mezcla final de la PCR quedé constituida por la mezcla 1 (25 pL), la mezcla 2
(20 pL) y 5 pL de ADN diluido (1:20) de la ligacién. Se realizaron 20 ciclos: 94°C (30 s), 56°C
(60 s) y 72°C (60 s). Al final se realiz6 dilucién de 1:20. Los cebadores utilizados para la
preamplificacion fueron EcoRI+A (5-AGACTGCGTACCAATTC/A-3’) y Mse I+A (5'-
GACGATGAGTCCTGAGTAA/A-3).

Amplificacién selectiva: se preparé la siguiente mezcla (10uL): 12,5 ng.uL* cebador Eco
RI, 0,5 U.uL?! enzima T4 Kinasa, 1X buffer de la kinasa, y 0,33 uCi y *2 P-ATP. Luego de
incubar 1 h a 37°C, la enzima se inactivé por calor (65°C por 10 min).

Para la amplificacion se prepararon dos mezclas: primera mezcla (5 yL) compuesta por 0,5
uL de la mezcla anterior Eco Rl (marcado radiactivamente con anterioridad), 6 ng.uL™* Mse |
y 0,8 mmol.Lt dNTPs. La segunda mezcla (10 pL) compuesta por 0,1 U.uL?* Taq polimerasa
y 2X del buffer de PCR. Para realizar la PCR se mezclaron 5 uL del ADN preamplificado
diluido 1:20, 5 yL de la mezcla 1 y 10 yL de la mezcla 2. Se sigui6 el siguiente programa: un
ciclo a 94°C (30 s), 65°C (30 s) y 72 °C (60 s), disminucién de la temperatura de
alineamiento desde 65°C hasta 56°C durante 13 ciclos (0,7°C como promedio por ciclo) y 23
ciclos a 94°C (30s), 56°C (30 s) y 72°C (60 s). En este paso se utilizaron cuatro
combinaciones de cebadores para esta amplificacion. Ellas fueron EcoRI+ AAT con Msel+
AAG, ATG, AGT o ACC. Estas combinaciones resultaron las mas polimérficas en un ensayo
preliminar con otras seis combinaciones adicionales (datos no mostrados).

Electroforesis: después de la PCR se afadi6 buffer de carga [10 mmol.L?! &cido
etilendiaminotetracético, formamida (98%), bromofenol azul (0,06%) y xileno cianol (0,06%)],
se prepar6 un gel de poliacrilamida 6% [19:1 acrilamida: bis acrilamida, urea (7,5 mol.Lt) y
buffer TBE (1X)], se desnaturalizaron las muestras a 95°C por 5 min y se colocaron en hielo
rapidamente para evitar la renaturalizacién. Se cargaron en el gel y se realiz6 la corrida
(preelectroforesis) por 20-30 min hasta que la intensidad bajé hasta 35 mA. Se cargaron las
muestras y se corrieron alrededor de 3 h. Luego se secé el gel y se expuso a un filme de
rayos X (Kodak) toda la noche a -80°C.

Digestion del ADN gendmico: se preparé una mezcla de digestién 50 uL que contenia 500
ng de ADN gendémico, 0,2 U.uL? de Eco RI, 0,2 U.uL* de Mse I, buffer RL (1X) [Tris-HAc (10
mmol.L?) a pH 7,5; MgAc (10 mmol.L?), KAc (50 mmol.L?) y ditiotreitol (5 mmol.L?)]. Se
incub6 durante 4 h a 37°C.

Ligamiento de adaptadores: a la mezcla de ADN digerido se le afiadié 10 yL de solucién
de ligacion: adaptador Eco RI (0,5 pmol.uL?), adaptador Mse I (5 pmol.uL?t), ATP (1,2
mmol.L?), buffer RL (1X), y la enzima T4 ADN ligasa (0,1U.uL?). Esta mezcla se incub6 toda
la noche a 16°C. La secuencia de los adaptadores empleados fue la siguiente:
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Preamplificacion con base selectiva: se tomaron 2 uL de la mezcla de ligacion y se
diluyeron en 38 uL de agua (dilucion 1:20). Esta solucion fue el sustrato de las reacciones de
amplificacién. Para ello se utilizaron cebadores que poseen una regién complementaria a la
region arbitraria del adaptador y otra, al sitio de corte reconocido por la enzima, mas un
nucleétido arbitrario. En este paso se prepararon dos mezclas por separado: 25 L de la
mezcla 1 que contenia los cebadores Eco RI (3 ng.puL?) y Mse | (3 ng.uL?) y el pool de
desoxirribonucleétidos (0,8 mmol.L?); y 20 pL de la mezcla 2 que contenia Tag polimerasa
(0,05 U.uLY), y el buffer de PCR (1X). La mezcla final de PCR se prepar6 de la manera
siguiente: 25 pL de la mezcla 1, 20 pL de la mezcla 2 y 5 pL de ADN diluido (1:20) de la
ligacién. Se realizaron 20 ciclos: 94°C (30 s), 56°C (60 s) y 72°C (60 s). Al final realiz6 una
dilucion de 1:20. Los cebadores utilizados para la preamplificacion fueron EcoRI+A (5'-
AGACTGCGTACCAATTC/A-3’) y Mse I+A (5-GACGATGAGTCCTGAGTAA/A-3).

Amplificacion selectiva: el cebador Eco RI se habia marcado radiactivamente con
anterioridad. Para ello se prepard la siguiente mezcla (10 pL): cebador Eco RI (12,5 ng.pL™?),
enzima T4 Kinasa (0,5 U.uL?), buffer de la kinasa (1X), y v *?P-ATP (0,33 uCi). Luego de
incubar 1 h a 37°C, la enzima se inactivé por calor (65°C por 10 min). Para la amplificacion
se prepararon dos mezclas. Una primera mezcla (5 pL) contuvo los cebadores Eco RI
marcado (0,5 pL de la mezcla anterior) y Mse | (6 ng.uL™?) y el pool de desoxirribonucleétidos
(0,8 mmol.L?%). La segunda mezcla (10 pL) contenia la Tag polimerasa (0,1 U.uL?) y el buffer
de PCR (2X). Para realizar el PCR se mezclaron 5 pL del ADN preamplificado diluido 1:20, 5
UL de la mezcla 1 y 10 pL de la mezcla 2. Por ultimo se llevé a cabo la reaccion de PCR
utilizando el siguiente programa: un ciclo a 94°C (30 s), 65°C (30 s) y 72°C (60 s),
disminucion de la temperatura de alineamiento desde 65°C hasta 56°C durante 13 ciclos
(0,7°C como promedio por ciclo) y 23 ciclos a 94°C (30 s), 56°C (30 s) y 72°C (60 s).

En este paso se utilizaron cuatro combinaciones de cebadores para esta amplificacion. Ellas
fueron EcoRI+ AAT con Msel+ AAG, ATG, AGT o ACC. Estas combinaciones resultaron las
mas polimdrficas en un ensayo preliminar con otras seis combinaciones adicionales (datos
no mostrados).

Electroforesis: después de la PCR se afiadid buffer de carga (acido etilendiaminotetracético
[10 mmol.L?, formamida (98%), bromofenol azul (0,06%) y xileno cianol (0,06%)] y se
prepar6 un gel de poliacrilamida al 6% [19:1 acrilamida: bis acrilamida), urea (7,5 mol. L?),
buffer TBE (1 X)], se desnaturalizaron las muestras a 95°C por 5 min y se colocaron en hielo
rapidamente para evitar la renaturalizacién. Se cargaron en el gel y se realizé una corrida
(preelectroforesis) por 20-30 min hasta que la intensidad bajé hasta 35 mA. Se cargaron las
muestras y se corrio por alrededor de 3 h. Luego se secé el gel y se expuso a un filme de
rayos X (Kodak) toda la noche a -80°C. Los autorradiogramas se analizaron visualmente y se
construyd una matriz binaria donde uno representa la presencia de la banda y cero, su
ausencia.

2.3.2. Diversidad genética mediante el marcador tipo RAPD
A) Seleccion de los cebadores de mayor polimorfismo

Se probaron 93 cebadores decaméricos (Anexo 2) de Operon Technologies (Alameda CA,
EE.UU.) y de Genosys Biotechnologies, Inc. (The Woodlands, TX, EE.UU.), con el ADN
gendémico de cuatro genotipos de pifia morfolégicamente diferentes (‘Cabezona’, 'MD-2',
'‘Cayena lisa' y 'Espafiola roja’), segun lo informado por la literatura (Morton, 1987,
Bartholomew et al., 2002). Para eliminar las variaciones en cada electroforesis y asegurar las
bandas polimérficas seleccionadas, las reacciones se repitieron dos veces.
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Preparacion de la mezcla maestra: la mezcla de amplificacién, para un volumen total de 15
ML, estaba compuesta de 1X buffer (10X) [160 mM (NH.)2SO4, 670 mM Tris-HCI (pH 8,8)];
1,5 mM MgClz; 0,1 mM dNTPs (1 mM); 10 pmoles de cebadores (10 pmoles.uL?); 1U Taq
polimerasa (5 u.uL?) BioTag™ (Bioline, London, UK); 25 ng de ADN gendémico y el resto a
completar con agua.

Amplificacion (PCR): las reacciones se realizaron en un termociclador PCT-100 Peltier, MJ
Research Incorporated (San Francisco, EE.UU.). Se sigui6é un programa de 3 h aproximadas
de duracién, con el siguiente perfil de temperatura: un paso inicial de desnaturalizacién de 5
min a 94°C; seguida de 35 ciclos, compuestos por una etapa de desnaturalizacion de 30 s a
94°C, una de hibridacién a 36°C durante 30 s y una extension a 72°C durante 1 min, la
finalizacion del programa se hizo con un ciclo de extension final a 72°C durante 5 min.

Separacion de los productos RAPD: los productos de amplificacion se separaron mediante
electroforesis horizontal, en gel de agarosa al 2,5% (1,25% de NuSieve®GTG® y 1,25% de
Seakem®GTG®), en buffer 1X TBE. Se corrieron en camara electroforética, a temperatura
ambiente y a 80 V, con el marcador de peso molecular (pBR322 ADN — BstN | Digest).
Previo a la carga del gel, se afiadié a las amplificaciones 2,0 uL de tincion como tampo6n de
carga azul de bromofenol y Ficoll 400 (20%).

Visualizacién de los productos: para la visualizacion de los fragmentos amplificados del
ADN, el gel se tifid con soluciéon de bromuro de etidio (0,75 pg.mL™?) y se observé en un
transiluminador de luz ultravioleta (312 nm). Los productos amplificados se fotografiaron y se
analizaron visualmente; solamente fueron evaluadas las bandas polimérficas nitidas, a las
que se le asigno valor “0” en ausencia y “1” en presencia, para crear una matriz de datos
binarios. Se seleccionaron los cebadores mas polimérficos del analisis de los datos
moleculares mediante la metodologia propuesta por Guzman (2005).

B) Amplificacion del ADN de las accesiones de la coleccion con los cebadores de
mayor polimorfismo

La amplificacion del ADN de las accesiones de la coleccion, se realiz6 con los siete
cebadores RAPD de mayor polimorfismo. Se sigui6é la metodologia descrita en inciso A) del
presente acapite. Para eliminar las variaciones en cada electroforesis y asegurar las bandas
polimérficas seleccionadas, las reacciones se repitieron dos veces.

2.3.3. Diversidad genética mediante el marcador tipo SSR

Con el objetivo de aumentar el numero de marcadores disponibles y poder diferenciar los
genotipos de la coleccion, se llevé a cabo un estudio mediante la técnica SSR.

A) Disefio de cebadores SSR

En una primera aproximacion se utilizaron los marcadores microsatélites publicados en la
literatura para A. comosus (Kinsuat y Kumar, 2007). Tras los resultados obtenidos, no
satisfactorios, se procedid a disefiar nuevos cebadores a partir de las secuencias publicadas
de A. bracteatus, en el NCBI (Blanc, 2003) y se redisefiaron otros cebadores de las
secuencias usadas anteriormente (Anexo 3). El disefio se realiz6 mediante el paquete
estadistico Primer3 ver. 0.4.0 (Steve y Helen, 2000). La nomenclatura utilizada en los
cebadores fue: para los modificados “M” y para diferenciar los que se crearon de una misma
secuencia “a@” o “b”. Para la busqueda de las secuencias se consulté en la base de datos del
NCBI, las secuencias informadas para el género Ananas que no coincidieran con los mismos
autores del articulo. De un total de 50, se escogieron 20 al azar de A. bracteatus, para el
disefio de los nuevos cebadores, se siguié el mismo procedimiento anteriormente utilizado y
se le asignd la siguiente nomenclatura, las letras ANBR de A. bracteatus, y el namero
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corresponde a los ultimos dos digitos de la secuencia en el banco de genes (NCBI). Por
ultimo se comprobaron los cebadores y se seleccionaron los mas polimérficos.

Preparacion de la mezcla maestra: la mezcla de amplificacién, para un volumen total de 15
ML estaba compuesta de 1X buffer (10X) [160 mM (NH4)2S04; 670 mM Tris-HCI (pH 8,8)]; 2
mM MgClz; 0,1 mM dNTPs (1 mM); 0,4 uM de cada uno de los cebadores (indirecto 3°- 5" y
directo 5°- 3%); 1U Taqg polimerasa (5U) Bio Taq™ (Bioline, London, UK); 20 ng de ADN
gendmico y el resto a completar con agua.

Amplificacion (PCR): las reacciones se realizaron en termociclador I-Cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Se siguié un programa de 2 h de duracion, con el
siguiente perfil de temperatura: un paso inicial de desnaturalizacién de 5 min a 94°C, seguida
de 35 ciclos, los cuales estuvieron compuestos por una etapa de desnaturalizacion de 30 s a
94°C, una hibridaciéon 30 s a 55°C y una extension de 1 min a 72°C; la finalizacién del
programa se realiz6é con un ciclo de extension final a 72°C durante 5 min.

Separacion de los productos SSR: los productos de amplificacion se separaron mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa de alta resolucion (Metaphor, FMC Bioproducts)
al 3% en buffer TBE, en camara electroforética a 4°C y a 150 Voltios, con un marcador de
pesos moleculares HyperLadder | (Bioline) de 20 pb. Previo a la carga del gel, se le afiadio a
las amplificaciones 5,0 uL tampdn de carga.

Visualizacién de los productos: para la visualizacion de los productos se siguié igual
procedimiento que en el acdpite 2.3.2., inciso A). Se seleccionaron los cebadores que
amplificaron adecuadamente y que detectaron polimorfismo.

B) Amplificacion del ADN de las accesiones con los cebadores mas polimorficos

La amplificacion del ADN de las accesiones de la coleccion, se realiz6 con los 12 cebadores
SSR que amplificaron adecuadamente y que detectaron polimorfismo. Se marcé el extremo
5 de la secuencia del cebador directo (5’- 3') de cada pareja de cebadores, con los
fluorocromos D2, D3y D4 de Beckeman Clouter (Proligo, Paris, Francia). La preparacion de la
mezcla maestra y la amplificacion de la PCR se realizaron igual que en el presente acapite,
inciso A).

Visualizacién: para estimar el tamafio de los fragmentos amplificados, los productos de la
PCR se procesaron mediante electroforesis capilar en un analizador automético de
fragmentos CEQ™ 8000 (Beckmann Coulter, Fuellerton, CA, EE.UU.), en el cual las
muestras fueron desnaturalizadas a 90°C durante 120 s, inyectadas a 2,0 kV durante 30 s 'y
separadas a 6,0 kV durante 32 min. Para eliminar las variaciones en cada electroforesis y
asegurar con exactitud el tamafio de los fragmentos, las reacciones se repitieron dos veces.

2.4. Identificacion de las amenazas de erosidn genética del germoplasma de pifia y
acciones para minimizarlas

Para identificar las amenazas de erosion genética del germoplasma de pifia conservado
tanto in situ como ex situ, se utilizd el método de Investigacidon-Accion-Participacién (IAP)
(Pérez, 1990; Santos et al., 2011), en el que se consideraron los criterios recogidos en los
talleres y entrevistas de 55 actores locales (agricultores) y cinco expertos, durante las
prospecciones realizadas en las tres regiones de Cuba entre los afios 2000-2012. En la
implementacion de las propuestas de las acciones para minimizar las amenazas detectadas
se tuvieron en cuenta las recomendaciones derivadas de los trabajos de Coppens
d’Eeckenbrugge et al. (2005) y Barrios (2010).

Andlisis de datos: se agruparon los criterios emitidos que implicaban amenazas de erosion
y se determind la frecuencia y el porcentaje de cada uno por region geografica y en el total
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del pais. Para seleccionar los criterios que mayor incidencia tenian en el estudio, se
escogieron los que tenian = 20% de coincidencia. Los datos fueron procesados por el
programa Microsoft Excel.

2.5. Conservacion del germoplasma a partir de las acciones propuestas para disminuir
la pérdida de diversidad gnética

2.5.1. Establecimiento y validacion de la coleccién nucleo
2.5.1.1. Establecimiento de la coleccion nucleo

En el establecimiento de la coleccion nucleo se tuvieron en cuenta las accesiones de la
coleccién cubana, caracterizadas en los acapites anteriores. Los grupos formados a partir del
analisis de conglomerados de los Descriptores Minimos (acapite 2.2.3.) determinaron a priori
el tamafio de la muestra a tomar o dominio (Franco et al., 2006; Fundora et al., 2006;
Fernandez, 2009). Para la seleccion de las accesiones que conformaron la coleccién nicleo
final, se utilizé el método de estratificacion (Balakrishnan y Nair, 2003), el cual se basa en la
seleccién sucesiva en cada conglomerado (formado a partir de los descriptores minimos
morfoagronémicos de la colecciébn base). Con los resultados obtenidos en los analisis
precedentes, los criterios del curador (Abadie y Berretta, 2005; Fundora et al., 2006) y la
representatividad de la procedencia geogréfica (van Hintum et al., 2003), se hizo la primera
seleccidn de los cultivares a integrar la coleccién nucleo. La segunda y Ultima seleccién de
las accesiones que integraran la coleccién ndcleo se realizé teniendo en cuenta el resultado
de los andlisis moleculares mediante RAPD y SSR. El porcentaje relativo de contribucion de
cada grupo a la variabilidad total de la coleccion nucleo se determind por su diversidad
relativa (a mayor o menor presencia) mediante el programa Microsoft Excel.

2.5.1.2. Validacion de la propuesta de coleccidon nucleo

La retencion de la diversidad genética en la coleccién nucleo se verificé teniendo en cuenta
las distancia genéticas promedio obtenidas en cada grupo horticultural formado con los dos
marcadores moleculares RAPD y SSR y con el promedio de los tres grupos.

La representatividad de la coleccién nucleo se verificé a partir de la comparacion de la
variabilidad de los caracteres cuantitativos en relacion con la coleccidon base, a través de la
determinacion del rango de variabilidad promedio retenido para los caracteres, segun la
metodologia propuesta por Diwan et al. (1995) con la siguiente expresion:

ZRn(_(_
RR="—— "

donde RR es el rango promedio retenido, R.CC es el rango de la variable n en la coleccion
nacleo, R\CB es el rango de la variable n en la coleccién base, y t es el nUmero total de
variables comparadas. Estas estimaciones se realizaron con el empleo del paquete
estadistico Microsoft Excel.

Se calcularon las coincidencias entre las frecuencias de los estados de los descriptores
minimos cualitativos para ambas colecciones (base y nucleo), con el objetivo de comparar el
nucleo seleccionado con la coleccion base. La comparacion se efectué a partir de la
estimacion del coeficiente de correlacion de rangos para datos no paramétricos de
Spearman (Steel y Torrie, 1980; Fundora, 2007) mediante el paquete estadistico SPSS 11.5.

2.5.2. Crioconservacion del germoplasma

Se utiliz6 como material vegetal nueve accesiones provenientes del Banco de
germoplasma in vitro (15Cu Cabezona, 37Cu Espafiola roja P3R5, 59Cu Espafiola Roja
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del Caney, 21Cu Cayena lisa Serrana, 22Cu MD2, 9Cu Puerto Rico, 26 Perolera, 14Cu
Pifia blanca, 29Cu Pifiuela Karata) y se utiliz6 como modelo ‘MD-2’, micropropagadas
segun el protocolo establecido (Daquinta y Benegas, 1997).

Etapa |. Acondicionamiento de las vitroplantas donantes: se utilizaron plantas in vitro
después de cuatro-seis subcultivos, multiplicadas en medio de cultivo liquido con sales MS
(Murashige y Skoog, 1962), 100 mg.L-! mioinositol + 2,1 mg.L* BA + 0,3 mg.L* ANA + 1,0
mg L Tiamina + 30 g.L? sacarosa (0,08 mol.L%), con un pH del medio justado a 5,6. Las
plantas se subcultivaron cada 30 dias y crecieron a 27+2°C con fotoperiodo de luz artificial
de 18 h.dia?, entre 1 500 y 2 000 lux de iluminacion.

Etapa Il. Pre-cultivo de apices: para determinar el tipo de 4pice mas adecuado antes y
después de inmersién en nitrdgeno liquido durante 0-30 min se probaron dos tipos de apices
el &pices tipo | (2,5 - 3 mm de longitud) con una pequefia base apical y tres a cuatro
primordios foliares que lo cubrian; apice tipo Il (0,8 - 1,3 mm de longitud) apices con la base
apical pequefia con uno o dos primordios foliares.

La diseccion del explante se realiz6 bajo un estéreo microscopio (ACUS SCOPE) en un
gabinete de flujo laminar a partir de las vitroplantas. Los &pices se cultivaron durante dos
dias, cinco apices por placa de Petri que contenian un medio de cultivo MS semisélido
suplementado con 100 mg.L? Mioinositol (1,0 mg.L?), Tiamina (30 g.L-!) y sacarosa 0,08
mol.L. Se determinaron los efectos del precultivo en sacarosa suplementando con 0,1; 0,3;
0,5 y 0,7 mol.L' de sacarosa, para mejora de la supervivencia de los Aapices
crioconservados. Posteriormente se determiné el efecto de la solucién de carga, para esto se
tuvo en cuenta los mejores tratamientos del experimento anterior, donde los explantes
precultivados en sacarosa se sometieron a 1 mL de las soluciones de carga (0,4 mol.L*
sacarosa+ 2,0 mol.L? glicerol; 0,75 mol.L! sacarosa + 1,0 mol.L? glicerol) en crioviales con
capacidad total de 2 mL durante 25 min a 25°C.

Etapa lll. Deshidratacion con la solucién vitrificadora

PVS2: a los dos dias de precultivo los apices pasaron a los crioviales (2 mL de volumen
total) que contenian 1,5 mL de solucién de PVS2 a temperatura ambiente. El material vegetal
se mantuvo durante un periodo de tiempo (0-30 min) a 25°C, para determinar el tiempo de
deshidratacion en PVS2. Después se determiné el tiempo de deshidratacion en PVS2 del
material en un periodo de tiempo (0—180 min) a 25°C de acuerdo vegetal segun la aplicacion
de la solucion de carga antes y después de la inmersién en nitrégeno liquido. Asi como
también se realiz6 la evaluacion del numero total de grupos OH por siguiente la formula:

Molaridad * NA * [OH]
donde, NA- Constante de Avogadro 6,022 x 10 23 mol?, [OH] grupos OH por molécula.

Para mejorar la supervivencia de los apices durante la crioconservacion se evalué el efecto
de la temperatura, en la que se tuvo en cuenta los mejores tratamientos de los acapites
anteriores con las siguientes modificaciones, donde el material vegetal se mantuvo durante
un periodo de tiempo (0-540 min) a 25y 0°C.

Etapa IV. Inmersion en nitrogeno liquido: posteriormente los crioviales se sumergieron en
nitrégeno liquido y se mantuvieron por 2 h en estas condiciones.

Etapa V. Calentamiento: el calentamiento de los crioviales se realiz6 en bafio de agua a
mas de 40°C, durante 2-3 min.

Etapa VI. Destoxificacion (solucion de descarga): la solucién vitrificadora PVS2 de los
crioviales se reemplazé una vez por 1 mL de una solucién de 1,2 mol.L™? de sacarosa y se
mantuvo durante 30 min a 25°C.
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Etapa VII. Recuperacion: los apices de los diferentes tratamientos se pasaron a papel de
filtro que cubri6 la superficie de placas de Petri que contenia el medio de micropropagacion
pero desprovistos de los reguladores del crecimiento.

Etapa VIII. Evaluacién de supervivencia: a la semana, los pices se transfirieron a placas
de Petri que contenian medio de micropropagacion con idénticas condiciones iniciales
27+2°C y fotoperiodo de luz artificial de 18 h dia™, entre 1 500 y 2 000 lux de iluminacion,
durante tres semanas. La evaluacion de la supervivencia se realiz6 segun lo establecido por
Martinez- Montero (2012), en el que se evalué el porcentaje de supervivencia, el nimero de
apices que mostré sintomas de recrecimiento a las cinco semanas de recuperacion, para
esto se midid su tamafo. Los porcentajes de supervivencia se expresaron con respecto al
total de apices usados por tratamiento.

- Efecto del precultivo en sacarosa como factor adicional en la mejora de la
supervivencia de los apices crioconservados

Para mejorar la supervivencia de los apices durante la crioconservacién se evalué6 el efecto
del precultivo en sacarosa. Se tuvo en consideracién el mejor tratamiento del acapite anterior
con las siguientes modificaciones: En la Etapa Il el medio de precultivo se suplementd con
0,1;0,3; 0,5y 0,7 mol.L* de sacarosa. En la Etapa Il el material vegetal se mantuvo durante
0 — 60 min a 25°C.

- Efecto de la solucion de carga en la supervivencia de los apices

Se evalu6 el efecto de la solucion de carga teniendo en consideracién los mejores
tratamientos de los acdpites anteriores con las siguientes modificaciones: En la Etapa Il los
explantes precultivados en sacarosa se sometieron a 1mL de las soluciones de carga (0,4
mol/L sacarosa + 2,0 mol.L? glicerol; 0,75 mol.L* sacarosa + 1,0 mol.L* glicerol) en
crioviales con capacidad total de 2,0 mL durante 25 min a 25°C. En la Etapa Il el material
vegetal se mantuvo durante 0 — 180 min a 25°C.

- Efecto de la disminucién de la temperatura durante la deshidratacion de los apices en
PVS2

Se evalud el efecto de la temperatura donde se consideraron los mejores tratamientos de los
acapites anteriores con las siguientes modificaciones: En la Etapa Ill el material vegetal se
mantuvo durante 0 — 540 min a 25°C y 0°C

- Efecto de la composicién quimica de la solucion vitrificadora

Se evalu6 el efecto de la composicién quimica de la solucion vitrificadora en la que se
tuvieron en consideracién los mejores tratamientos de los acépites anteriores con las
siguientes modificaciones: En las etapas que corresponda ademas del PVS2 se empleé la
PVS3 como tratamiento independiente. En la Etapa Ill el material vegetal se mantuvo
durante 0 — 540 min a 0°C.

- Aplicacion del procedimiento de vitrificacion

Para culminar la validacién de la estrategia se aplicé el procedimiento de vitrificacion para las
nueve accesiones, se tuvo en consideracion los mejores tratamientos de los acéapites
anteriores. Ademas de la supervivencia, se evalu6 la formacion de brotes a partir de los
apices deshidratados y crioconservados, respectivamente a las seis semanas de incubacion.

- Analisis histolégico durante la crioconservacion de apices de pifia

El analisis histolégico se realiz6 a partir de muestras de apices deshidratados vy
crioconservados en el cultivar MD2, los cuales fueron sometidos durante 0, 180, 300, 420 y
540 min en la solucion vitrificadora PVS3 a 0°C. Se siguié un procedimiento similar en las
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muestras las cuales fueron fijadas en solucion F.A.A (formol - acido acético - alcohol etilico)
al 5-5-50% (v/v), respectivamente. Se lavaron en agua corriente durante 24 h para eliminar el
exceso de fijador. Una vez concluido el lavado, el tejido fue deshidratado en concentraciones
seriadas de alcohol etilico (30, 50, 70, 80 y 90%) y tres veces por alcohol etilico absoluto,
durante 2 h en cada pase. Después del proceso de deshidratacion las muestras se aclararon
en alcohol- Bensol (50% v/v), Luego se continud la deshidratacion en tres pases de Bensol
durante 1 h y finalmente se embebieron en una serie de tres pases de parafina con un
periodo de impregnacion de 1 h por pase. Seguidamente se incluyeron en bloques de
parafina a los que se le realizaron cortes seriados con un grosor de 20 ym, en un micrétomo
manual de deslizamiento vertical. La técnica de tincion utilizada fue la tincion de Flemming
(Johansen, 1940).

Para la observacion de las muestras se utiliz6 un microscopio Carl Zeiss al cual se le acopl6
una camara digital Canon Power Shot A620, con la que se tomaron las imagenes. Después
de realizado el procedimiento de vitrificacion, fue validado en nueve accesiones del banco de
germoplasma nacional pifia (15cu Cabezona, 37aCu Espafola roja P3R5, 59Cu Espafola
roja del Caney, 21Cu Cayena lisa Serra, 22Cu MD2, 25 Puerto Rico, 26 Perolera, 14Cu Pifa
blanca y 29Cu Pifiuela Karata); se seleccionaron los mejores tratamientos de los acapites
anteriores. Las variables evaluadas fueron la supervivencia de los apices deshidratados y
crioconservados, a las seis semanas de incubacion.

Procesamiento estadistico de los datos: se realizaron andlisis monofactoriales con mas
de dos niveles, con cinco repeticiones y se aplicé un Disefio completamente aleatorizado. En
el procesamiento estadistico de los datos se emple6 el utilitario SPSS ver. 11.5 para
Windows (IBM SPSS, 2011). Se comprobd la distribucién normal de los datos mediante la
prueba de homogeneidad de las varianzas a través de la prueba Levene. Se aplicé a las
variables Analisis de varianza de clasificacion simple (ANOVA completamente aleatorizado).
Para determinar si existian diferencias significativas entre las medias de los tratamientos se
compararon mediante la prueba de Tukey HSD p<0,05. En algunos casos se necesitd la
transformacion de datos segun x’=2 arcosen (x/100) 0,5.

2.5.3. Propagacion in vitro de hibridos cubanos conservados en la coleccion

Material vegetal: se utilizé plantas in vitro de los hibridos cubanos de pifia CBCE-74 y
CBCE-116, obtenidos por Benega et al. (1999) en el Programa de Biotecnologia del Centro
de Bioplantas de Ciego de Avila.

Montaje de los experimentos: en los experimentos se utilizé el medio basal MS (Murashige
y Skoog, 1962), modificado por Daquinta (1998), el cual constituyé el control para las
variantes experimentales. Se modificaron los reguladores del crecimiento, tanto en la fase de
multiplicaciébn como en la de enraizamiento. Los tratamientos corresponden a la aplicacion
de diferentes concentraciones de dos biorreguladores: Pectimorf®, producido por el Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) y el BB-16 producido por la Facultad de Quimica de
la Universidad de la Habana, combinados con los reguladores del crecimiento empleados por
Daquinta (1998). La metodologia de trabajo utilizada en cada uno se describe a
continuacion.

2.5.3.1. Pectimorf® en las fases de multiplicacién y enraizamiento del hibrido CBCE-116

En la Tabla 4 se muestran los tratamientos de Pectimorf® combinado con los reguladores del
crecimiento o solo en las fases de multiplicacion y enraizamiento del hibrido CBCE-116, para
comprobar su efectividad como sustituto parcial o total de los reguladores.
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Tabla 4. Tratamientos en las fases de multiplicacion y enraizamiento del hibrido de pifia CBCE-116
con el empleo del Pectimorf y los reguladores del crecimiento ANA, 6 BAP y GAs.

MULTIPLICACION

ENRAIZAMIENTO

Tratamientos ANA 6 BAP Pectimorf Tratamientos 6 BAP GA;3 Pectimorf
(mg.LY)  (mg.L?) (mg.L?) (mg.LY)  (mg.L?) (mg.L?)
Control 0,3 2,1 - Control 0,5 1 -
A 1 A 1
T1 B - - 5 T1 B - 1 5
C 10 C 10
A 1 A 1
T2 B 0,3 2,1 5 T2 B 0,5 - 5
C 10 C 10
A 1
T3 B 0,3 1 5
C 10
A 1
T4 B 0,3 0,5 5

@]
-
o

2.5.3.2. Biobras-16 en las fases de multiplicacion y enraizamiento del hibrido CBCE-74

En la Tabla 5 se muestran los tratamientos de BB-16 combinado con los reguladores del
crecimiento o solo en las fases de multiplicaciéon y enraizamiento del hibrido CBCE-74, para
comprobar su efectividad como sustituto parcial o total de los reguladores.

Tabla 5. Tratamientos en las fases de multiplicacion y enraizamiento del hibrido de pifia CBCE- 74
con el empleo de BB-16 y los reguladores del crecimiento ANA, 6 BAP y GAs.

MULTIPLICACION ENRAIZAMIENTO
Tratamientos , 2 NA 6 BAP BB-16 | rratamientos 6 BAP GAs BB-16
(mg.L") (mg.L") (mg.L?) (mg.L") (mg.L?) (mg.L?)
Control 0,3 2,1 - Control 0,5 1 -
A - 0,01 A 0,01
T B - 2.1 0,05 T B i ! 0,05
A 0,01 A 0,01
T2 B 03 i 0,05 T2 B 0.5 i 0,05
T3 A ' 1 0,01
B 0,05
T4 A 2,1 70’01
B 0,05
0,15
TS5 A . 001
B 0,05
A 0,01
6 B i i 0,05

Condiciones del cultivo: el medio de propagacion utilizado fue liquido, 15 mL por frasco a
pH 5,8. Se esterilizaron en autoclave por espacio de 20 min a 121°C con 1,5 atmdsferas de
presion. El almacenamiento de los medios fue por 72 h antes del cultivo de los explantes. Se
colocaron cinco brotes por tratamiento y un total de ocho réplicas. Una vez propagado el
material vegetal se traslado a la camara de cultivo con temperatura de 25+ 2°C, humedad
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relativa de 80-90%, luz artificial con fotoperiodo de 16 h luz y la intensidad luminosa de 18,75
umol.m2s?, En la fase de multiplicacion cada subcultivo se realiz6 cada 45 dias y
comenzaron desde el cuarto subcultivo hasta el noveno; en el de enraizamiento no se
subcultivaron porque esta etapa solo comprende 45 dias.

Evaluacion de los experimentos: se realizd a los 45 dias del subcultivo en la fase de
multiplicacién y antes del pase a la fase de aclimatizacion en la de enraizamiento. El
tratamiento T4B (ANA 0,3 mg.L™* + 6 BAP 0,5 mg.L* + 5 mg.L? Pectimorf) se contaminé por
lo que no se evalud. Las variables evaluadas fueron:

FASE DE MULTIPLICACION: FASE DE ENRAIZAMIENTO:
- Coeficiente de multiplicacion - Altura de la planta (cm)

- Namero de hojas - Longitud de las hojas (cm)

- Altura de la planta (cm) - Ancho de las hojas (cm)

- Ancho de las hojas (cm) - Namero de hojas

- Masa fresca (g) - Numero de raices

- Masa seca (g) - Longitud de las raices (cm)
- Numero de brotes - Masa fresca ()

- Masa seca (g)

Andlisis de datos: se procesaron mediante Analisis de varianza de clasificacion simple
(ANOVA completamente aleatorizado). Para determinar si existian diferencias significativas
entre las medias de los tratamientos se compararon mediante la prueba de Tukey HSD
p<0,05 (Zar, 1999). Con los valores de las medias de cada variable se realizé un Andlisis de
Componentes Principales (ACP), por el paquete estadistico SPSS ver. 20 (SPSS, 1986 -
2001). Los valores de las variables coeficiente multiplicacion, nimero de hojas, de brotes y

raices se transformaron mediante la formula + X +1.
2.5.3.3. Respuesta del hibrido CBCE-116 en la fase de aclimatizacién

La investigacion se realizé en el area de aclimatizacion del Centro Universitario “Viadimir llich
Lenin”, de la provincia Las Tunas.

Material vegetal: plantas in vitro del hibrido CBCE-116, con igual tamafio, aproximadamente
5-10 cm.

2.5.3.3.1. Sustratos

Sustratos: se utilizaron diferentes sustratos Humus de Lombriz, Cachaza y Zeolita en
diferentes proporciones (Tabla 6). Se empledé un disefio completamente aleatorizado para
comparar las diferentes combinaciones de los sustratos empleados. La plantacion se realizé
en cajuelas de poliespuma para 50 plantas. El riego se realiz6 segun las exigencias
establecidas para esta etapa en el cultivo.
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Tabla 6. Tratamientos en la etapa de aclimatizacién del hibrido de pifia CBCE- 116.

ACLIMATIZACION
Tratamientos Cachaza Zeolita Humus de
(%) (%) lombriz (%)
T1 100
T2 100
T3 75 25
T4 50 50
T5 50 25 25

Las evaluaciones se realizaron a 35 plantas controles, a excepcion de las variables de las
hojas y las raices en las que se trabajo solo con 10 plantas.

Variables evaluadas: Dias a los que se evaluaron

- Supervivencia: por el método observacional y conteo de desde los 7 hasta los 92
plantulas

- Namero de hojas desde los 7 hasta los 92

- Diametro del tallo (cm) 92

- Longitud de las hojas (cm) 92

- Ancho de la hoja D Masa fresca (g) 92

- Masa fresca de las hojas (g) 92

- Masa seca de las hojas (g) en estufa durante 72 h a 70°C 92
hasta peso constante.

- Longitud maxima y media de las raices (cm) 92

- Masa fresca de las raices (Q) 92

- Masa seca de las raices (g) 92

Analisis de datos: los datos obtenidos fueron procesados mediante Analisis de varianza de
clasificacion simple (ANOVA completamente aleatorizado). Para determinar si existian
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos se compararon mediante la
prueba de Tukey HSD p<0,05 (Zar, 1999). Se utilizé el paquete estadistico Statgraphics plus
version 5.1. Los valores del porcentaje de supervivencia se transformaron mediante la

férmula 2 arcsen \/6 donde p: porcentaje de la fraccion.

2.5.3.3.2. Régimen de riego y momento de aplicacion

Las normas de riego de 15 y 20 mL con dosis Unicas y fraccionadas que se utilizaron (Tabla
7) fueron productos de los resultados obtenidos en otras especies de plantas in vitro en el
Proyecto de Alternativas de plantas de interés econdémico realizado en los afios 2001-2003.
Las mismas fueron aplicadas en dos momentos, dias alternos y diarios, con los dos mejores
sustratos del experimento anterior.

A. Sustrato: Humus de lombriz 100%, Fecha de inicio: 14 de enero de 2010 y
terminacion: 14 abril de 2010.

B. Sustrato: Cachaza 100%, Fecha de inicio: 11 de junio de 2010 y terminacion: 10 de
septiembre de 2010.
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Tabla 7. Normas y momentos de riego a las vitroplantas de pifia en la fase de aclimatizacién en
distintos sustratos.

TRATAMIENTOS/ Norma de agua (mL) y momento
T1 15 Mafana diarios
T2 mafana dias alternos
T3 10+5 Manana + tarde diarios
T4 mafiana + tarde dias alternos
T5 5+10 mafana + tarde diarios
T6 mafiana + 1 tarde dias alternos
T7 mafana diarios

20 ~ .
T8 mafiana dias alternos.
T9 10410 mafana + tarde diarios
T10 mafana + tarde dias alternos
T11 1545 mafana + tarde diarios
T12 mafiana + tarde dias alternos
T13 5415 mafana + tarde diarios
T14 mafiana + tarde dias alternos

Se controlaron las precipitaciones ocurridas con la ayuda de una lamina de polietileno que
impidié que las plantas tomaran més agua que las suministradas a través de las diferentes
normas de riego objeto de estudio.

Las evaluaciones se realizaron en 10 plantas de cada tratamiento, desde los 15 hasta 90
dias, mediante el método observacional y conteo de las plantulas

Variables evaluadas: Dias a los que se evaluaron

- Numero de hojas activas a partir de los 15 hasta los 92
dias

- Diametro del tallo (cm) 90

- Longitud y ancho de la hoja D 60-90 dias

- Longitud maxima y media de las raices (cm) 90

- Masa fresca y seca de las hoja D (g) 90

- Longitud maxima y media y numero de raices (cm) 90

- Masa fresca y seca de las raices (g) 90

Analisis de datos: los datos fueron procesados mediante ANOVA completamente
aleatorizado. Para determinar si existian diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos se compararon mediante la prueba de Tukey HSD p<0,05 (Zar, 1999). Se utilizo
el paquete estadistico Statgraphics plus version 5.1. Los valores del porcentaje de

supervivencia se transformaron mediante la férmula 2 arcsen ,/ p donde p: porcentaje de la
fraccion.

21



Propuesta a Premio Academia de Ciencias de Cuba

lll. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Exploracion de la diversidad de los recursos fitogenéticos de pifiay especies afines

En las prospecciones realizadas en las tres regiones de Cuba, se observo que de los cinco
grupos horticulturales establecidos para pifia por Py et al. (1987), cultivados in situ, solo
existian tres: Espafiola, Cayena y Pernambuco. En la Tabla 8 se muestra la diversidad, la
distribucion y los principales cultivares. Como bien se aprecia en esta tabla y en la figura 2, la
base genética de la especie es muy pobre, los cultivares del grupo Espafiola fueron los mas
distribuidos y los mas utilizados por los agricultores, por esta razon Espafola roja se
considerd la “reina” de los campos de Cuba. A pesar de que se caracterizan por tener
espinas muy agresivas y frutos pequefos, presenta gran rusticidad y adaptabilidad, lo que
explica su amplia distribucién y aceptables rendimientos.

Los cultivares menos representados fueron de los grupos horticulturales Pernambuco y
Cayena. Estos, aunque poseen un fruto con mejor aceptacion en el mercado por sus
excelentes cualidades, requieren de mayores atenciones culturales y tienen menor
rusticidad, lo que hace que los agricultores pierdan interés por cultivarlos. La baja diversidad
que se presenta en los recursos fitogenéticos de pifia y el predominio del cv. 'Espafiola roja’,
se corresponde con lo observado en las primeras colectas.

Se pudo constatar que muchos productores tienen un conocimiento limitado sobre el manejo
adecuado y los requerimientos del cultivo. Entre las dificultades detectadas se puede
mencionar que la densidad de plantacién es irregular, en muchos casos emplean una
excesiva distancia entre surcos, lo que no sucede con otros cultivos tradicionales como:
frijoles, yuca, ajies, tomate y maiz. No realizan el deshije, el deshoje, lo que limita la entrada
en las plantaciones, el apropiado desarrollo de las labores agrotécnicas y de las cosechas,
sobre todo en aquellas que cuentan con varios afilos. En muchas areas no se induce la
floracion, lo que afecta negativamente la uniformidad en la fructificacion. Las plantaciones
eran heterogéneas debido a la mezcla de las fuentes de propégulos del cultivo (Fig. 3) y en
ocasiones las establecen en suelos no apropiados debido a sus caracteristicas de pH (24 y
<6,5) y de pobre drenaje y aireacion (IIFT, 2009).

Las dificultades relacionadas con las labores culturales del cultivo, se minimizaron a través
de la capacitacion, talleres y entrega a los productores de folletos técnicos del cultivo
elaborado por autora de la investigacion. Igual forma de capacitacién ha sido recomendada
por Barrios (2010), quien a través de talleres en comunidades rurales de Cuba, ha logrado
mejorar el trabajo de los agricultores en el manejo y la conservacion de cultivares
tradicionales de Capsicum spp.

Las prospecciones y los intercambios con los agricultores y la comunidad permitieron valorar el
estado de la erosion genética presente en A. comosus y promover la necesidad de la
conservacion de los recursos fitogenéticos. Ademas posibilitaron la actualizaciéon de los
productores sobre el manejo y conservacion del cultivo y la motivacién al intercambio de los
cultivares 'Baron de Rothschild', 'Cabezona' y 'Pifia blanca', que apenas se localizan en
determinas zonas del pais y en muy pequefa cuantia. Los intercambios de material vegetal
tienen gran importancia, estos segun Castifieiras et al. (2000) son vitales en la preservacion
de la diversidad, tanto para las actuales como para las futuras generaciones.
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Tabla 8. Diversidad, distribucion y principales cultivares de pifias colectadas.

2 LUGAR DE NOMBRE DE LAS ACCECIONES
REGION PROVINCIA COLECTA y PRINCIPALES CULTIVARES GRUPO HORTICULTURAL
La Palma Espariola roja pinarefia* Espafiola
Pinar del Rio Vifiales Espafiola roja camagiieyana Espafiola
Rosario Espariola roja camagiieyana Espafiola
San Cristébal Espafiola roja camagueyana Espafiola
Candelaria Espafiola roja camagueyana* Espafiola
Artemisa San Antonio Espafiola roja camagueyana Espafiola
OCCIDENTE Alquizar Espariola roja pinarefia y Pifia blanca Espariola y Pernambuco
Artemisa Espariola roja pinarefia y camagtieyana Espafiola
Madruga Espariola roja pinarefia Espafiola
Mayabeque N — N
Jaruco Espafiola roja pinarefia Espafiola
Bolondrén Espanola_rOJf pinarefia, Pifia blanca* y Espafiola, Pernambuco y
Matanzas Cayena lisa Cayena
Jaguey Grande Espafiola roja pinarefia y Pifia blanca Espafiola, Pernambuco
Los Arabos Espariola roja pinarefia y camagiieyana Espafiola
Santo Domingo Espariola roja camagiieyana Espafiola
Villa Clara Corralillo Esparfiola roja camagiieyana Esparfiola
Caibarién Espafiola roja camagieyana Espafiola
Rodas Espariola roja camagiieyana, Cayenay Espafiola, Cayenay
Pifia blanca* Pernambuco
Cienfuegos Abreu Espariola roja camagiieyana Espafiola
CENTRO Aguada de Espariola roja camaguieyana Espafiola
Pasajeros P J guey P
- " - -
_ o Morén Cayena_lllsa seirana , Espafiola roja Cayena y Espafiola
Ciego de Avila camagueyana
Florencia Espafiola roja camagueyana* Espafiola
. Cascorro Espafiola roja camagiieyana Espafiola
Camagiey -
Esmeralda Pifia blanca Pernambuco
. . Espafiola roja camagiieyana y Barén de ~
Granma Cienaguilla Rothschild Espafiola y Cayena
Gibara Cabezona* Espariola
p Espariola roja camagiieyana, Pifia blanca, Espafiola, Pernambuco y
Holguin Moa Cayena lisa Cayena
ORIENTE Frank Pais Morada*, Pifia blanca y Mocaena: Espafiola y Pernambuco
; . Pifia blanca*, Espafiola roja un borde liso,
Santiago de Santiago Colorada del Ramoén y Colorada del Pernambuco y Espafiola
Cuba de Cuba Caney*
Yy
Espafiola roja pinarefia, Cabezona, Pifia Espafiola, Pernambuco y
Baracoa
Guantanamo blanca y Ocaena Cayena
Niceto Pérez Morada* y Cubana* Espafiola y Pernambuco
o Cayena lisa Cayena
Municipio Isla de la LaFe . ) N .
- Espafiola roja camagieyana* Espafiola
especial Juventud
Gerona Espafiola roja camagiieyana Espafiola

*Principales cultivares
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Grupos horticulturales
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Figura 2. Porcentaje de los cultivares colectados en las tres regiones.
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Figura 3. Irregularidades en la densidad de plantacion en el cultivo de la pifia en Cuba A) Plantacién adecuada, B) Excesiva distancia entre
surcos, C) Insuficiente distancia entre plantas y no deshije, D) Plantacion irregular.
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El objetivo de los talleres con los agricultores del occidente y el centro, estuvo orientado
mayormente a la necesidad de intercambiar e introducir nuevos cultivares. Como se pudo
apreciar en la anterior Figura 2, estas regiones resultaron ser las mas carentes de
diversidad, resultado légico si se tiene en cuenta que en estas se concentran las mayores
superficies de produccién del pais. La tendencia de las entidades estatales productoras de
pifia, por ejemplo en Ciego de Avila, es plantar un solo cultivar, en la actualidad en esta solo
se fomenta el cv. 'MD-2'. Sin embargo en la regién oriental, el objetivo de estos intercambios
estuvo mas encaminado a la preservacion de los recursos fitogenéticos, porque esta region
atesora la mayor riqgueza genética de pifia en la isla. . Las ferias y talleres, segin Manrique y
Cruzalegui (2006) y Castifieiras et al. (2009) son alternativas validas para lograr que los
agricultores y la comunidad se apropien de los conocimientos necesarios para el manejo y
conservacion in situ de los RFG, y promueven el intercambio de conocimientos y de
germoplasma.

Aunque el cultivo de la pifia requiere suelos con pH &cido y buen drenaje interno, este se
extiende por todo el pais. La mayor riqueza se encuentra en la zona oriental, donde esta
representado, al menos, un cultivar de los tres grupos horticulturales. Del grupo Espafiola
existen plantaciones de los cultivares 'Colorada del Caney', 'Cabezona’, 'Morada', 'Espafola
roja’ camagleyana y 'Espafola roja' pinarefia; del grupo Pernambuco los cultivares 'Pifia
blanca' y '‘Cubana’, y del grupo Cayena el cv. ‘Mocaena'. La amplia diversidad en esta region
puede deberse a que en esta zona existe una menor tecnificaciéon de los cultivos y un mayor
arraigo de la produccién de subsistencia.

Otro factor que influye en la preservacion in situ de la diversidad en pifia en la region oriental,
es la ubicacion geogréafica de la comunidad, que afecta el nUmero de cultivares empleados
en aquellas areas de dificil acceso y alejadas del mercado, por lo que hay una tendencia
mayor a la conservacion local de los RFG. También la comunidad influye en la motivacién de
los campesinos por producir esta fruta y decide la permanencia o no de algunos cultivares.
Ejemplo el cv. 'Bar6n de Rothschild' en la zona de Cienaguilla, provincia Granma, el que a
pesar de la espinosidad de las hojas y su susceptibilidad a hongos, se mantiene intercalado
en algunas plantaciones. También se encuentra el cv. 'Cabezona’ este solo se localiza en
algunas localidades de Gibara, provincia Holguin, el cual posee muy poco valor comercial a
pesar de tener un fruto muy grande (hasta 5 kg), por su baja consistencia, lo que dificulta el
manejo de postcosecha. En otras especies como en maiz Collado et al. (2004) demostraron
gue la lejania de las comunidades en la Amazonia peruana contribuy6 considerablemente a
la preservacion de la mayor riqueza de este cultivo.

Si bien se han ejecutado algunas acciones para ampliar la base genética del pais, los
programas de mejora genética no han logrado diversificar los cultivares de pifia. Parte de los
hibridos obtenidos por Benega et al. (1999) quienes combinaron la rusticidad de 'Espafiola
roja pinarefia' y los rasgos productivos y calidad del fruto de 'Cayena lisa serrana’; se han
multiplicado in vitro para introducirlos en el sector privado y estatal. Sin embargo se
considera que los esfuerzos realizados por el sector estatal, no han sido suficientes.

Las prospecciones efectuadas no solo ampliaron la informacién sobre la diversidad presente
in situ y el estatus de los recursos fitogenéticos de la especie en Cuba, sino también
incrementaron la coleccion cubana en mas de un 50%. Los datos pasaporte que fueron
tomados en cada sitio visitado permitieron el completamiento de la informacién de cada
accesion. Una vez incorporadas las accesiones recolectadas al banco de germoplasma
cubano se determiné la estructura del mismo, el cual quedd constituido por un total de 56
accesiones (Tabla 1). Un andlisis detallado de la misma permite establecer que el 87,5%
procede de las prospecciones nacionales y el 12,5% es material foraneo. Del total de la
coleccion el 44,6% pertenece al grupo horticultural Espafiola, el 19,6% a Cayena, el 12,5% a
Pernambuco y el resto a hibridos y especies afines.
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Durante la realizacion de la presente investigacion solo se produjo introduccién de material
fordneo en los dos primeros afios (1997-1999). A la coleccion se incorporaron, después de
una rigurosa cuarentena, mas de 30 accesiones de los grupos horticulturales Cayena,
Pernambuco y Perolera, asi como especies afines; las mismas procedian de Brasil,
Martinica, México, Colombia, Puerto Rico, Hawai, Francia, Republica Dominicana, Panama,
Kenia, Ecuador y Costa Rica. No obstante, al observar en la anterior Tabla 1 la columna
“procedencia” de las accesiones, se aprecia que ya nho estan presentes genotipos
introducidos de algunos de los paises antes mencionados, lo que implica una disminucién de
la diversidad en la coleccion ex situ y por ende su pérdida.

El enriguecimiento de las colecciones mediante la introduccién de nuevos materiales, es un
aspecto fundamental en la ampliacion de la base genética de los cultivos. Sin embargo, su
utilizacién por mejoradores y productores es ilimitada, esto esta en correspondencia con lo
expresado por Fowler y Hodgkin (2004), quienes plantearon que gran parte de los bancos de
germoplasma funcionan mas como un sitio de conservacion a puerta cerrada que como una
fuente constante de intercambio de germoplasma. Al respecto, Franco (2007) también sugirié
que en estos debe haber una actividad intensa de distribucion e intercambio de accesiones,
gque se conoce como flujo de recursos fitogenéticos.

A pesar del trabajo realizado por el curador y la institucién encargada, la preservacion ex situ
ha sufrido afectaciones debido a problemas de organizacion e inclemencias climaticas.
Algunas de las accesiones perdidas han sido repuestas, gracias a la labor de los curadores, a
partir de los RFG conservados in situ por los agricultores. Esto corrobora lo planteado por
Engels y Visser (2007), quienes destacan la importancia de la complementacién de las
conservaciones in situ y ex situ para prevenir la erosion genética debido a las catastrofes
naturales o a las provocadas por el hombre. El aporte de los campesinos en la preservacion
del germoplasma de pifia ha sido y ser& decisivo en el futuro, asi como también la labor que
desarrolla el curador del banco de germoplasma y las instituciones que estan
responsabilizadas en la conservacién de los recursos fitogenéticos de esta especie.

3.2. Caracterizacion fenotipica del germoplasma ex situ de pifiay especies afines
3.2.1. Caracterizacién morfoldgica del germoplasma

La caracterizacion morfolégica es el primer paso en la descripcidon de un material vegetal,
esta puede realizarse con mayor o menor detalle. El incremento en el uso y conservaciéon de
los recursos genéticos en las plantas segun Gutiérrez y Rincén (2011) hace necesario una
caracterizacion y clasificacion detallada de la diversidad existente en ellos, mediante los
marcadores morfolégicos.

Los resultados del CATACP para los caracteres cualitativos evaluados se muestran en la
Tabla 9. La variabilidad total observada fue del 82,71%, la que se explica con las dos
primeras componentes, la primera extrajo el 61,06% y la segunda el 21,68%.

Los descriptores que mas aportaron a la variabilidad (con valores superiores al 90%) fueron:
color externo del fruto, distribucion de las espinas, forma de los ojos, forma del fruto y
profundidad de los ojos. Estos descriptores, segin Bartholomew et al. (2002, 2010), son
atributos que se tienen en cuenta para identificar los cultivares de pifia. El primero permite
estimar el indice de maduracion del fruto y el dltimo su factibilidad para el uso industrial.
Ademés de ser utiles en la caracterizaciéon del germoplasma también favorecieron la
identificacion de cada cultivar en relacion con los grupos horticulturales a los que pertenecen.
Por tanto, los ocho descriptores fueron seleccionados para integrar el analisis del
establecimiento de los descriptores minimos.

En general, el grupo horticultural Espafiola present6 frutos con forma de barril (escala-3),
ojos muy profundos (escala-7) y rectangulares (escala-1); el grupo Pernambuco tiene frutos
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con forma piramidal (escala-6) y ojos medianamente profundos (escala-5) y redondeados
(escala-5); y el grupo Cayena posee frutos cilindricos (escala-7) y ojos poco profundos
(escala-3) y hexagonales (escala-3) (Anexo 4). Las caracteristicas de este ultimo grupo
favorecen su empleo en la industria para la elaboracién de rodajas.

Tabla 9. Porcentaje de variabilidad explicada en el CATACP para los caracteres cualitativos de la
coleccion ex situ.

Autovalores iniciales
C % Varianza % Acumulado
omponentes :
explicada
CP1 61,06 61,06
CpP2 21,68 82,71
Porcentaje de contribucién
Variables analizadas relativa
CP1 CP2
Color de la hoja 0,353 0,735
Color de la pulpa del fruto 0,873 0,131
Color externo del fruto -0,915 0,004
Direccion de las espinas 0,257 0,541
Distribucion de las espinas -0,095 0,922
Forma de los ojos 0,931 0,009
Forma del fruto 0,919 0,075
Profundidad de los ojos -0,982 -0,031

Letras en negritas y subrayadas indican mayor contribucién

El color externo del fruto es otro descriptor que también contribuyé a determinar la
variabilidad del germoplasma en estudio. La mayoria de las accesiones del grupo
horticultural Espafiola se caracterizaron por presentar los frutos naranja-rojizo (escala-8); las
de Cayena, amarillo-naranja (escala-7) o amarillo dorado (escala-6); y las de Pernambuco,
verde-amarillo (escala-3).

El color de las hojas también contribuyé a determinar la variabilidad, pero en la segunda
componente. Este es un descriptor que apoya la ubicacién de los cultivares en los diferentes
grupos horticulturales, los que en ocasiones se distinguen por su coloracion. En el grupo
Espafola, predominan las hojas verdes con tintes rojos (escala-3); en el grupo Pernambuco
las verdes (escala-1), y en el grupo Cayena pueden ser verdes (escala-1) o verdes con tinte
rojo (escala-3). Segun Coppens d’Eeckenbrugge y Duval (1995) este caracter esté codificado
por un gen dominante, el cual determina el rojo oscuro de las hojas de ciertos cultivares. Los
genotipos homocigéticos recesivos muestran fenotipos con niveles variables de antocianinas
de acuerdo al ambiente, sin embargo los heterocig6ticos expresan densidades muy
superiores.

A pesar de que la distribucion de las espinas en el margen de las hojas es el caracter mas
estudiado desde el punto de vista genético, en la coleccion cubana apenas estan
representados tres de los cinco tipos de espinas reconocidas por Kinjo (1993), quien las
clasifica como: hojas con espinas en los extremos (Few), hojas con espinas de forma
irregular (Scallop) y hojas con margenes totalmente espinosos (Spiny). Este autor también
estableci6 el orden de dominancia del caracter donde: Few>Scallop>Spiny. Sin embargo,
Coppens d’Eeckenbrugge y Duval (1995) establecieron solo cuatro tipos de espinas en las
hojas; segun esta clasificacion los grupos horticulturales Espafiola y Pernambuco se
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caracterizan por tener margenes de tipo espinoso y esta determinado por la presencia de un
alelo o una familia de alelos recesivos (s). El grupo Cayena presenta hojas con bordes lisos
correspondientes a la presencia de un alelo dominante (S), y con espinas solo en la base y el
extremo de las hojas (Py et al., 1987). Al caracter distribucion de las espinas (IBPGR 4.1.15)
se le realizaron modificaciones en sus categorias, porque algunas accesiones mostraron
rangos de variacion que no estaban contemplados en el mismo. Se les asigné un numero
especifico donde 5 es para identificar otras distribuciones y 6 para las hojas sin espinas.

En el andlisis de conglomerados (Fig. 4), la linea de corte se estableci6 en el valor 10, lo que
permitié la formacion de cuatro clases. La primera estd compuesta por las accesiones
pertenecientes al grupo horticultural Pernambuco, todas del tipo 'Pifia blanca'’; la segunda por
las Cayenas, donde aparecen los cultivares 'Cayena lisa' de diferentes localidades, 'Baron de
Rothschild', '"Mocaena' y ‘MD-2'". La tercera clase esta formada por dos de los tres hibridos en
estudio; y la cuarta por las accesiones del grupo Espafola, donde se agruparon los cultivares
'Espafiola roja' colectadas a lo largo del pais, 'Cabezona’, 'Espafiola roja Puerto Rico' y el
hibrido restante. Las tres clases establecidas se corresponden con los grupos horticulturales
para pifia propuestos por Py et al. (1987). A pesar de que esta clasificacion ha sido criticada
por Duval y Coppens d’Eeckenbrugge (1993), se ha demostrado que en el argot productivo y
comercial, se siguen reconociendo estos grupos.
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Figura 4. Dendrograma generado a partir de la distancia Euclidiana de los caracteres cualitativos de
48 accesiones de la coleccién ex situ de pifia en Cuba. Se representan los valores de bootstrap
superiores al 60%.
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Los resultados obtenidos, mediante la caracterizacion morfologica, ratifican la clasificacion
de los diferentes grupos horticulturales establecidos por Py et al. (1987). Ademaés,
permitieron constatar la poca variabilidad morfoldgica presente para estos atributos en el
germoplasma cubano.

3.2.2. Evaluacion agrondmica del germoplasma

Los resultados del ACP para los caracteres agronémicos evaluados se muestran en la Tabla
10. El 69,46% de la variabilidad total observada se explica con tres componentes; la primera
extrajo el 37,17%, la segunda el 21,13% vy la tercera el 11,16%. Es caracteristico segun
Fundora et al. (1992) en estudios que involucran gran cantidad de descriptores, como el de
la presente investigacion, que se distribuya la variabilidad en la mayoria de los ejes
factoriales y que los primeros solo acumulen entre el 50 y el 60%.

Tabla 10. Porcentaje de variabilidad explicada en el ACP para los caracteres agronémicos de la
coleccién ex situ de pifia.

Autovalores iniciales
Componentes %Vapanza % Acumulado
explicada
CP1 37,17 37,17
CP2 21,13 58,30
CP3 11,16 69,46
Porcentaje de contribucion relativa
Variables analizadas CP1 CP2 CP3
Acidez total (%) 0,498 -0,341 0,283
Altura de la planta (cm) -0,534 0,469 -0,282
Ancho de la hoja (cm) 0,625 0,220 -0,592
Diametro de la planta (cm) 0,132 0,838 -0,199
Diametro del corazén (cm) 0,734 0,107 -0,042
Diametro del fruto (cm) 0,854 0,062 0,067
Longitud de la corona (cm) 0,144 0,160 0,663
Longitud de la hoja (cm) -0,405 0,549 -0,284
Longitud del fruto (cm) 0,562 0,457 0,487
Numero de espirales 0,055 0,594 0,119
Numero de ojos en la espiral mayor -0,394 0,620 0,479
Masa del fruto sin corona (g) 0,357 0,614 0,129
Relacion masa de la corona/masa del fruto 0,224 -0,426 0,755
Sdlidos solubles (°Brix) -0,268 -0,253 0,787

Letras en negritas y subrayadas indican mayor contribucién

Los descriptores que mas aportaron a la variabilidad fueron: el diametro del fruto, de la
planta y del corazon, el contenido de sélidos solubles y la relacion masa de la corona/masa
del fruto, con valores cercanos al 80%. De estos cinco caracteres, cuatro estan relacionados
con el fruto, los cuales son considerados por Bartholomew et al. (2002, 2010) como
descriptores importantes para su comercializacion.

El diametro del corazon es un descriptor que se tiene en cuenta en la industria de la fruta.
Dentro de los materiales en estudio (Anexo 4), las accesiones que corresponden a los
grupos horticulturales de Cayena y Pernambuco, fueron las que tuvieron valores inferiores o
cercanos a 1 cm. Sin embargo, este Ultimo grupo no es recomendado para su procesamiento
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industrial, por la forma piramidal del fruto y su sensibilidad a los golpes, que concede a
criterio de Bartholomew et al. (2002), a los cultivares del grupo Cayena mayor aceptacion en
la industria. El porcentaje de sélidos solubles es otro caracter que permite evaluar la calidad
del fruto. En la investigacion sobresalieron los grupos horticulturales Cayena y Pernambuco,
con valores superiores a los 16°Brix.

El estudio riguroso de los descriptores agronémicos en programas de mejoramiento en pifia,
implican un arduo trabajo de recoleccién y sincronizacion de datos. En ellos, también es
importante tener en cuenta la autoincompatibilidad que caracteriza al género Ananas. A
pesar de estas dificultades, Kumar et at. (2003) sefialaron que para cualquier programa de
mejoramiento en este cultivo, es requisito indispensable estudiar la contribucién de los
caracteres cuantitativos.

En el analisis de conglomerados (Fig. 5), la linea de corte se estableci6 alrededor del valor
tres, lo que permitié la formacién de cuatro clases y algunas accesiones no agrupadas. Este
bajo valor de la distancia Euclidiana confirma la escasa variabilidad entre los cultivares para
los caracteres cuantitativos, la cual es mas baja que la obtenida en el analisis morfoldgico, y
es menos evidente entre los grupos horticulturales Espafiola y Cayena. Este resultado se
corresponde con los obtenidos por Morton (1987) y Bartholomew et al. (2002), quienes
detectaron una superposicion de los datos en algunos caracteres agronémicos de los
diferentes grupos horticulturales. Por ejemplo, el rango de la altura de las plantas en los
cultivares del grupo Espafiola es entre 80-110 cm, en los de Cayena entre 60-90 cm y en los
de Pernambuco entre 80-100 cm.
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El poder discriminante y la importancia de los caracteres agrondmicos, en la caracterizacion
de los cultivares del género Ananas, ha sido comprobado por diversos investigadores.
Santos et al. (2003) incluyeron los caracteres agronémicos: altura de la planta, longitud de la
hoja, masa, didmetro y longitud del fruto; masa y longitud de la corona, diametro del corazén
y solidos solubles en la evaluacion del cv. 'Imperial’. Sin embargo, Fournier et al. (2007), solo
tuvo en cuenta la masa de la planta y las caracteristicas de la hoja D (nimero de hojas,
masa, longitud y ancho) en un estudio comparativo del crecimiento entre los cultivares 'MD-
2', 'Flhoran 41'y 'Cayena lisa'. También han sido utilizados en la caracterizacion de plantas
ornamentales del género Ananas, asi Souza et al. (2012) seleccionaron 11 descriptores
cuantitativos, para determinar la diversidad entre accesiones conservadas en la coleccién ex
situ de la EMBRAPA en Brasil.

La caracterizacion agronémica, al igual que la morfolégica, corroboré la clasificacion de las
accesiones en correspondencia con los grupos horticulturales establecidos por Py et al.
(1987). Ademéas permitié complementar la identificacion de los cultivares conservados ex situ
y ratificar la poca variabilidad presente de estos atributos en el germoplasma en estudio.

- Principales caracteristicas de los grupos horticulturales de pifia a partir de la
integracion de los caracteres morfoagronémicos

Las plantas pertenecientes al grupo horticultural Cayena (Anexo 4A), se caracterizaron en su
mayoria por ser medianas, con hojas verdes o verdes con tintes rojos y espinas solo en los
bordes de la zona apical o basal. El fruto era en forma cilindrica, amarillo-rojizo, con siete u
ocho espirales/fruto, ojos de forma hexagonal y poco profundos, el didmetro del corazon
pequefio con valores en su mayoria inferiores a 1 cm. La pulpa era amarilla, jugosa, con un
porcentaje de azlcares totales que supera los 13°Brix y llega alcanzar valores de hasta
18°Brix. Los genotipos que mostraron mejores caracteristicas fueron los cultivares 'Barén de
Rothschild' (6Cu), 'Cayena lisa serrana’' (21Cu) y 'Mocaena' (42Cu).

Las plantas pertenecientes al grupo horticultural Pernambuco (Anexo 4B), se caracterizaron
en su mayoria por ser plantas medianas, con hojas verdes que presentan espinas muy
pequefias y menos agresivas que los cultivares de Espafiola. El fruto era en forma piramidal,
verde-amarillo, generalmente con ocho espirales y ojos redondeados. La pulpa era blanca,
muy jugosa, con elevado contenido de azucares totales alrededor de los 17°Brix y un
contenido de vitamina C entre 11 y 15 mg.100 g*. Los genotipos que mostraron mejores
caracteristicas fueron los cultivares 'Pifia blanca' (14Cu), 'Cubana del Caney' (60Cu) y
'‘Cubana’ (35Cu).

Las plantas pertenecientes al grupo horticultural Espafiola (Anexo 4C), se caracterizaron por
ser las de mayor altura, en su mayoria tuvieron hojas verdes con tintes rojos, espinas a lo
largo y en ambas margenes, las cuales pueden ser mas o menos agresivas en dependencia
del cultivar. El fruto era en forma de barril, naranja-rojizo, con un nimero de espirales entre
siete y ocho, el didmetro del corazén fue mayor a 1 cm y lleg6 alcanzar valores superiores en
algunas accesiones. La pulpa era blanca y fibrosa, con poco jugo, el nivel de azucares
totales alrededor de los 11°Brix y presenté una media aproximadamente de 18 mg.100 g* de
vitamina C. Los genotipos que mostraron mejores caracteristicas fueron los cultivares
'‘Ocaena’ (43Cu), 'Espafiola roja’ de Florencia (26Cu), 'Espafiola roja pinarefia’ (30Cu) y
'Espafiola roja morada' (16Cu).

Las especies afines, clase IV (Anexo 5), se caracterizaron por ser plantas de porte alto y
diametro ancho, con hojas muy espinosas y agresivas. Por tener frutos en forma de baya,
rojo-naranja, muy &cidos y aromaticos. Su importancia industrial y como farmaco radica,
segun Montinola (1991), Orellana et al. (2004) y Sandoval et al. (2004), en la obtencién de
fibra para la confeccion de sogas, como cerca viva y para el control de la erosion del suelo;
ademas son muy utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la tosferina,
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como antiparasitario, en la disminucién del estado de embriaguez, como abortiva y tienen
actividad citotoxica sobre células del carcinoma humano.

Las restantes especies afines [C. acaulis (54Cu), Curujey (36Cu) (T. fasciculata) y A.
bracteatus cv. 'Branco' (31Cu)] (Anexo 5B), se diferenciaron entre si por el color de sus
hojas, la altura y el diametro de la planta, la longitud y el ancho de las hojas, la presencia o
no de espinas, el tipo de fructificacion y el habito de crecimiento.

3.2.3. Seleccion de los Descriptores Minimos

Un primer andlisis con los 22 descriptores morfoagronémicos (acépites 3.2.1. y 3.2.2))
seleccionados para establecer los descriptores minimos, permitio decantar los siete que
menor contribucién tuvieron. Con los 15 restantes se realiz6 el CATACP para la seleccién de
los caracteres que mas contribuyeron a la variabilidad (Tabla 11). ElI 75,65% de la
variabilidad total observada se explico con tres componentes; la primera extrajo el 40,91%, la
segunda el 22,82% vy la tercera el 11,92%. El andlisis se llevé hasta la tercera componente,
por la importancia que tienen los caracteres relacionados con la masa del fruto.

Tabla 11. Porcentaje de variabilidad explicada en el CATACP para los descriptores minimos.

Autovalores iniciales
Componentes % Varianza % Acumulado
explicada
CP1 40,91 40,91
CP2 22,82 63,73
CP3 11,92 75,65
Porcentaje de contribucién relativa
Variables analizadas CP1 CP 2 CP 3
Acidez total (%) -0,523 0,406 0,245
Ancho de la hoja (cm) 0,303 0,726 0,021
Color de la hoja 0,542 0,642 0,104
Color de la pulpa del fruto -0,785 0,528 0,094
Color externo del fruto 0,947 0,204 0,150
Diametro del corazén (cm) -0,088 0,677 0,427
Diametro del fruto (cm) -0,187 0,786 0,182
Distribucion de las espinas 0,661 -0,340 0,066
Forma de los ojos -0,947 -0,128 -0,004
Forma del fruto -0,911 -0,204 -0,062
Longitud del fruto (cm) -0,421 0,597 0,302
Masa del fruto sin corona (g) -0,109 0,432 0,735
Profundidad de los ojos 0,947 -0,174 -0,069
Relaciéon masa de la corona/masa del fruto 0,086 -0,046 -0,899
Solidos solubles (°Brix) -0,796 -0,390 0,017

Letras en negritas y subrayadas indican mayor contribucién

Los descriptores minimos seleccionados en esta investigacion para evaluar la coleccion
cubana, fueron los 15 caracteres morfoagronémicos que mayor variabilidad aportaron (Tabla
12). Estos representaron el 14% de la lista propuesta por el IBPGR (1991), que propone 115
descriptores para la caracterizacion de las plantas de pifia. Un nimero igual de descriptores
propuso Barrios (2010) para caracterizar accesiones de Capsicum spp. conservadas en el
banco de germoplasma del INIFAT y resultaron mas bajo que el nimero de descriptores
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establecidos por Rodriguez et al. (2010) para evaluar cultivares de guayabo (Psidium
guajava L.) de la coleccion ex situ del IIFT.

Tabla 12. Listado de descriptores minimos seleccionados para la caracterizacién morfoagronémica de
la coleccion cubana del género Ananas.

No \ CUALITATIVOS No AGRONOMICOS
Fruto Fruto
8 1 | Forma de los ojos 8 8 | Sdlidos solubles
= 2 | Forma del fruto = 9 | Diametro del fruto
g 3 | Profundidad de los ojos é 10 | Diametro del corazoén
& 4 | Color externo del fruto (L/IJ) 11 | Longitud del fruto
% 5 | Color de la pulpa del fruto % 12 | Acidez total
e e 13 | Masa del fruto sin la corona
g Hoja g 14 | Relacibn masa de la corona/masa
) ) del fruto
LrIJJ 6 Distribucién de las espinas LéJ Hoja
7 Color de la hoja 15 | Ancho de la hoja

En el analisis de conglomerados a partir de los descriptores minimos, la linea de corte se
estableci6 en el valor 10, lo que permiti6 la formacion de tres clases (Fig. 6). El uso de estos
descriptores corroboré los grupos de variabilidad obtenidos a partir de la caracterizacion
morfolégica y agronémica, por lo que se pueden considerar como los descriptores minimos
para la coleccién cubana. El establecimiento de un Listado de Descriptores Minimos, segun
Hoogendijk y Williams (2002), es efectivo para la evaluacion de la diversidad, lo que redunda
en ahorro de tiempo y esfuerzo en los trabajos de caracterizacion de germoplasma.
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Figura 6. Dendrograma formado con los descriptores minimos a partir de la distancia Euclidiana de 48
accesiones de la coleccidn ex situ de pifia. Se representan los valores de bootstrap superiores al 60%.
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Los descriptores minimos seleccionados permitieron la identificacion y la caracterizacion de
los RFG de pifia en Cuba. Aunque se han utilizados descriptores con diferentes objetivos, no
existen precedentes del establecimiento de un Listado de Descriptores Minimos para la
especie. En algunos de los trabajo publicados se hace uso de un conjunto de descriptores
para caracterizar el género Ananas, tales como Duval et al. (1996) en la coleccion ex situ
conservada en el CIRAD-FLIIOR de Matrtinica, y Santos y Ferreira (1999) en accesiones de
A. bracteatus, A. ananassoides y A. nanus, pertenecientes a la EMBRAPA en Brasil. Por su
parte, para disefiar una clave de identificacion de variedades comerciales de pifia, Leal
(1990) seleccioné caracteres agrondmicos y cualitativos de la planta, la flor y del fruto en la
coleccion de Venezuela; en la misma coleccion Paez (1998) utiliz6 descriptores para
diferenciar especies silvestres de importancia econémica.

La selecciéon de un minimo de descriptores, es una herramienta util en las caracterizaciones
morfoagrondmicas de los recursos fitogenéticos. El trabajo con el total de los descriptores
establecidos por el IBPGR o IBGRI para cada cultivo, es muy engorroso y generalmente
innecesario, debido a la compleja naturaleza de la diversidad de los materiales. En este
sentido Lobo y Medina (2009), plantearon que la seleccién de los descriptores minimos,
permiten la adecuacion de los mismos a las particularidades de cada pais. Por otra parte,
Abadie y Berretta (2005) y Fundora et al. (2006) informaron que no es necesario que cada
curador realice la caracterizacion de las accesiones con los caracteres que aparecen en el
Listado de Descriptores Minimos, solo deben ser empleados los que se consideren Utiles
para el manejo del germoplasma.

El Listado de Descriptores Minimos establecidos en la presente investigacion responde de
manera eficiente a la caracterizacion del germoplasma cubano. Este listado podra ser
utilizado en futuros estudios del género Ananas en Cuba, asi como también facilitara el
trabajo de los mejoradores y los curadores del banco de germoplasma y de otros paises.

3.3. Diversidad genética mediante los marcadores moleculares AFLP, RAPD y SSR de
la coleccidn ex situ

3.3.1. Diversidad genética mediante el marcador AFLP

El ADN de los genotipos en estudio amplificé con las cuatro combinaciones de cebadores
empleadas para la amplificacién selectiva (Fig. 7). Asi como también se pudo diferenciar a
los somaclones M-35 y P3R5, este Ultimo no habia podido ser diferenciado por Pérez (2003)
con marcadores morfolégicos ni isoenzimaticos por lo que se trata de verdaderos mutantes.
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Figura 7. Patrones de bandas obtenidos de la amplificacion del ADN de accesiones de la coleccion ex
situ con los cebadores Eco RI+AAT y Mse I+AAG en la técnica de AFLP. M-marcador de peso molecular,
N-patrén débil, no considerado en el andlisis. Los nimeros corresponden con el nimero de la accesion en el
Banco de germoplasma.

Se obtuvieron 191 bandas totales producto de la amplificacion con cuatro combinaciones de
cebadores (Tabla 13). La propia tabla muestra los niveles de polimorfismo por combinacion
de cebadores, 87,4% de polimorfismo si se consideran todos los genotipos de la coleccion
(un genotipo de B. pinguin, uno de A. bracteatus y 53 de A. comosus), 64,3% de
polimorfismo al considerara solo el género Ananas y 61,1% cuando se tomo en cuenta solo
la especie A. comosus.

Tabla 13. Combinacion de cebadores empleada para la amplificacion selectiva del ADN de las
accesiones de la coleccidn ex situ en relacion con el porcentaje de polimorfismo revelado.

Combinacion Total . . Bandas . .
de de Bandas Polimorfismo polimoérficas Polimorfismo

cebadores bandas polimarficas (%) en Ananas (%)
o0 46 36 78,2 17 37,0
i‘fge z‘ﬁg 43 37 86,0 29 67,4
AL 46 92,0 40 80,0
E,v‘l:soe ;\% 52 48 92.3 37 711
TOTAL 191 167 87,4 123 64,3
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En el analisis de conglomerados UPGMA de la matriz de similitud obtenida a partir del
marcador tipo AFLP, la linea de corte se establecio alrededor del valor 0,15 lo que permitio la
formacion de dos clases y ocho accesiones no agrupadas (Fig. 8). La clase | formada por los
cultivares del grupo Espafiola e hibridos y la clase Il por los de Cayena. El resto de las
accesiones no agrupadas fueron cultivares de otra especie y de otros grupos horticulturales
como la especie silvestre B. pinguin, que se diferencio del resto de los cultivares del género
Ananas, con notables diferencias morfolégicas en relacién con el género.

E. Roja pmarefia

E. Roja M-33

E.Roja Un borde liso
E.Roja Nozeran
E.Roja Col. de Ramon
E.Roja Col. del Caney
E.Roja(8)

E. Roja(10)

E.Roja(®)

E.Caney

E.Rojz P3RS
E.Roja(13)

E. Rojz(18)
E.Roja(I-127)
E.Roja(I-126)
E.Roja(l-130) 1
E.Roja(1-128)

E.Roja

E. Roja(I-129)

E. Roja(I-131)
E.Raoja(3)

E. Roja(124)
E.Rojal

E.Roja Jib. del Caney
E.Roja Enzna

E. Roja(12)
PifiaBlanca del Caney
Cayena de Melba

E. Roja M-23

Hibrido (CxE) 203
Hibrido (CxE) 287
Pifia Urtolla

Primavera

Cayena lisa de Oriente

Cayena lisa de Martinica

Moczena

Puerto Rico

Cayena lisa Serrana |
Cay. lisa Baron de Rosthshilt -

Cayena lisa de Hawaii I
Cayena lisa de Kenia

Cayena lisa de Panama

Cayena lisa de R. Domin.

C.lisa de 5. Tomé v Princips ’

|7

ULJH

Cayena lisa de Ecuador
Hibido 1339
Cayena lisa de México

Pomare —_—

Cayena lisa de Francia
Wear Tipicus

Tupi —
Chinz

Branco :—
Hibride (CxE) 202
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E Roja (I-122) —
Bromelia pmgun

Figura 8. Dendrograma generado con el método UPGMA que muestra el agrupamiento de los genotipos
de la coleccidn ex situ de acuerdo a la distancia genética entre ellos.

La mayoria de los genotipos del grupo Espafiola se separaron de las Cayenas. Los genotipos
Espafiola roja (8), Espafola roja (9) y Espafola roja (10) fueron muy similares
morfolégicamente lo que es de esperar porque tuvieron el mismo origen. De igual modo un
grupo de cultivares colectados en la Isla de la Juventud [(Espafiola roja (I-127), Espafiola roja
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(I-126), Espafiola roja (I-130), Espafiola roja (I-128), Espafola roja (I-129) y Espafiola Roja (I-
131)] también se ubicaron muy cercanos (distancia inferior a 0,08). Sin embargo Espafiola roja
(I-122) queddé como un genotipo no agrupado, esto probablemente se deba a una mala
clasificacion ya que sus caracteristicas morfolégicas no se correspondian con las del grupo
Espafiola.

Por otra parte es de destacar que los hibridos (CxE) 203 y (CxE) 287 se ubicaron en una
posicion intermedia entre los grupos Cayena y Espafiola, pero con mayor similitud con el
segundo que es su progenitor masculino, no asi en el hibrido (CxE) 1339 el cual se agrup6 con
la clase Il que representa las Cayenas. Estos resultados eran de esperar ya que los hibridos
evaluados fueron obtenidos por Benega et al. (1999) a partir del cruzamiento de Cayena lisa
Serrana x Espafiola roja pinarefia. El hibrido (CxE) 202 no se agrup6 en ninguna de las dos
clases, este quedd un poco alejado, resultado que se explica desde el punto de vista
molecular, por lo que requiere de un andlisis morfoldégico completo de esta accesion para darle
una respuesta a esta distancia genética.

Los cultivares Mocaena, Puerto Rico y Pomare, cuyo grupo horticultural se desconoce,
parecen pertenecer a las Cayenas. Sin embargo, a la hora de analizar el agrupamiento de
determinado genotipo en uno u otro grupo horticultural se debe tener en cuenta que la
clasificacion en grupos horticulturales se basa segun Duval y Coppens (1993) en unos pocos
rasgos morfolégicos. La mayoria de los clones de Cayena presentes en la colecciéon y
algunos de los cultivares pertenecientes a otros grupos horticulturales no se cultivan en
Cuba, por lo que seria aconsejable su introduccién en areas de algin productor para evitar la
pérdida de diversidad y constituyen fuentes de reservorio de genes de resistencia.

Por lo que se pudo apreciar la base genética del germoplasma de pifia en Cuba es baja, para
que esta sea mas representativa deberia enriquecerse con variedades cultivadas y no
cultivadas provenientes de otras colecciones. La mayoria de los genotipos de la coleccién
cubana pertenecen a los grupos horticulturales Cayena o Espafiola y la distancia genética
entre los integrantes de cada grupo fue relativamente baja. Esto no sucede con las
colecciones de Brasil, Martinica y Hawai que han sido caracterizadas por Leal et al. (1986),
Ferreira y Cabral (1993); Duval et al., 1996 con marcadores morfoldgicos y por Duval et al.
(2001) con marcadores moleculares en la brasilefia las cuales mostraron mayor diversidad.

El marcador molecular tipo AFLP permitié detectar diferencias entre las accesiones en estudio
pero estas podrian ser mayores ya que solo explora una parte del genoma, por lo que es
conveniente el empleo de otras técnicas moleculares para demostrarlo y para la eliminaciéon de
duplicados.

3.3.2. Diversidad genética mediante el marcador tipo RAPD
A) Seleccion de los cebadores de mayor polimorfismo

El ADN de los cuatro genotipos seleccionados para el testaje amplificé con los 93 cebadores
probados. Los productos de amplificacion revelaron en los geles para cada accesion, entre
una y cuatro bandas polimérficas nitidas, lo que se corroboré en ambas réplicas. Los siete
cebadores mas polimérficos seleccionados fueron: OPA-16, OPC-06, CS-12, CS-30, OPC-
13, OPF-06 y OPH-01, los cuatro primeros se escogieron porque diferenciaron el cv. 'Cayena
lisa' de 'MD-2', del cual es progenitor el primero (Fig. 9). Ello esta en correspondencia con lo
planteado por Duval et al. (2001), quienes alegan que los cultivares del grupo horticultural
Cayena tienen poca variacion genética entre si.
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Figura 9. Amplificaciones del ADN con el marcador molecular RAPD de los cultivares ‘MD-2', ‘Cayena
lisa', 'Espafiola roja' y 'Cabezona’ con los cebadores CS-12, CS-30, OPA-16 y OPC-06. Las flechas
indican los polimorfismos.
B) Amplificacion del ADN de las accesiones de la coleccion con los cebadores de
mayor polimorfismo

Los siete cebadores seleccionados proporcionaron productos de amplificacién para los 54
cultivares conservados en la coleccion ex situ. El patron de bandas generado por los
iniciadores RAPD, fue caracteristico para cada grupo horticultural y permitié distinguirlos
perfectamente (Fig. 10).
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Figura 10. Amplificaciones del ADN de cultivares del grupo horticultural Cayena y Pernambuco de la
coleccion ex situ de pifia con el cebador CS-12. Las flechas sefialan los polimorfismos
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En la Tabla 14 se pueden observar las tallas de los fragmentos amplificados, las que
fluctuaron entre 383 y 2500 pb. Con igual técnica Santos et al. (2008) obtuvieron rangos
superiores (hasta 5090 pb) en el estudio de la estabilidad genética en plantas
micropropagadas de A. bracteatus, e inferiores (1 400 pb) por Burhooa y Ranghoo-
Sanmukhiya (2012), en la evaluacion de diferentes cultivares de pifia y plantas
ornamentales.

Tabla 14. Tamafo de bandas polimérficas (pb), nimero de alelos de los grupos horticulturales (An),
nuamero de alelos de especies afines (Ae) y nimero total de alelos (A:) de las amplificaciones del ADN
con los cebadores seleccionados mediante el marcador tipo RAPD.

Cebadores
OPA-16 | OPH-01 | CS-12 CS-30 | OPC-06 | OPC-13 | OPF-06
Vom | Mo | ‘oo | Yo | ‘o | o | a0 | oo |Totwl[wedia
An 9 5 4 4 5 7 2 36 | 5.1
Re " 5 1 3 1 3 1 18 | 26
At 13 10 5 7 6 10 3 54 | 7,71

En el total de 51 bandas polimérficas (Tabla 14), la media de bandas/cebador RAPD fue de
7,3; donde el menor numero lo genero el cebador OPF-06 (3) y el mayor el cebador OPA-16
(13). En otras especies, con los cebadores de la serie OPA también han obtenido elevado
polimorfismo Ronning et al. (1995) en el género Annona, Zain et al. (2009) en Artemisia
capillaris L. y Gutiérrez y Rincon (2011) en Phaseolus vulgaris L.

En cuanto al nidmero de bandas polimoérficas estos resultados fueron inferiores a los
informados por Ruas et al. (2001), quienes detectaron 136 bandas en el estudio de las
relaciones genéticas entre accesiones de Ananas y Pseudananas conservadas en el banco
de germoplasma de la EMBRAPA en Brasil; sin embargo Burhooa y Ranghoo-Sanmukhiya
(2012), obtuvieron numero similar de bandas polimorficas (48) entre accesiones del banco de
germoplasma de Mauritius.

El nimero de bandas polimérficas (51) obtenidas se debe, en gran medida, a los productos
de amplificaciébn generados por las especies afines, la mayoria de estas bandas eran
exclusivas para cada una. Como ejemplo de ello se puede sefialar que el Curujey (36Cu) (T.
fasciculata) con un patrén de amplificacion diferente a B. pinguin y B. karatas; de igual
manera se comportaron el Curujey (36Cu) y cada una de las especies afines evaluadas
(datos no mostrados).

Al analizar de forma independiente los cultivares de cada grupo horticultural (Tabla 14), el
namero de bandas polimérficas detectadas disminuyé en gran medida (entre 2 y 9
bandas/cebador), lo que demuestra la diversidad genética que aportan las especies afines
en estudio. Estos resultados fueron similares a los obtenidos, con igual marcador, por
Sripaoraya et al. (2001), en la caracterizacién de la coleccion de pifia de Tailandia, donde el
mayor nimero de bandas polimérficas (41) lo observaron entre especies afines y el menor
entre los cultivares comerciales (16). Con otro marcador (isoenzimatico) Rodriguez et al.
(2007) también detectaron mayor polimorfismo en las especies afines respecto a los
cultivares de pifia, en la coleccioén ex situ de Venezuela.
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En la Tabla 15, se muestra el nUmero de bandas Unicas reveladas por seis de los siete
cebadores utilizados, donde el mayor valor (3) se detect6 en el cv.'Mocaena’' (42Cu) del
grupo horticultural Cayena y el menor nimero de bandas (1) se obtuvo en la mayoria de los

cultivares.

Tabla 15. Bandas Unicas obtenidas mediante el marcador tipo RAPD en las accesiones de pifia.

ACCESIONES
pb

CEBADORES RAPD

OPA-16

OPC-13 CS-30

OPF-06

CS-12

OPH-1

1190

800

720

640

500

1850 | 1780 | 870

1180 | 350

800

1200

Cayena lisa (21Cu)

Mocaena (42Cu)

X

Cayena lisa (50Cu)

Cayenas

Espafiola roja (5Cu)

Espafiola roja (26Cu)

Espafiola roja (33Cu)

P3R5 (37 ay b Cu)

Pifia blanca (60Cu)

Jupi (8Cu)

Hibrido 054 (12Cu)

Cabezona (15Cu)

X

Por otra parte, las cuatro bandas Unicas generadas por el cebador OPA-16, que
caracterizaron a tres de las accesiones del grupo horticultural Espafiola ['Espafiola roja’
(5Cu, 26Cu, 33Cu)] y al somacléon 'P3R5' (37a y b Cu), permitieron diferenciarlas del resto de
los materiales de este grupo (Fig. 11) y ninguna tiene igual patron de amplificacién. En el
resto de los materiales, con este cebador OPA-16, solo se detectd una banda Unica (640 pb)
en el cv. 'Cayena lisa' (21Cu).
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E. roja F. 26Cu

E. roja 1 borde . 33Cu

E. roja Col. R. 61Cu

E. roja 40Cu
MMarcador

Figura 11. Bandas Unicas de las Amplificaciones al azar del ADN de cultivares del grupo horticultural
Espafiola que presentaron diferencias genéticas respecto al resto, con el cebador OPA-16. Las flechas

indican los polimorfismos.
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Dentro de las accesiones que solo presentaron una banda Unica estan el cv. 'Pifia blanca’
(60Cu) con el cebador CS-12 (800 pb) y el hibrido CBCE-54 con OPF-06 (1 180 pb), en igual
cebador se encontré una banda Unica para el cv. 'Cabezona’ (15Cu) a 350 pb. En otras
especies como en el género Capsicum con el marcador AFLP también han sido
determinadas por Barrios (2010) bandas Unicas, lo que le permitié establecer patrones de
diversidad en las accesiones que evalud. La presencia de bandas Unicas ratifica la utilidad
de las mismas en la caracterizacion de la diversidad de las colecciones.

La correlaciéon cofenética entre la matriz cofenética y la de similitud Dice, del dendrograma
obtenido a partir de los siete cebadores RAPD, fue de r=0,97, este valor es muy elevado, lo
que sugiere robustez en la clasificacibn de los genotipos. ElI remuestreo realizado al
agrupamiento permitié diferenciar las clases de forma consistente.

Los valores de la matriz de similitud (datos no mostrados) obtenidos entre los diferentes
genotipos variaron de 0,21 a 1,00 para una media de 0,80. EI menor valor es entre 'Branco’
(31Cu) y B. pinguin (28Cu) y el mayor valor en mas de 100 combinaciones entre cultivares
de igual grupo (Espafiola, Pernambuco y Cayena). Estos valores los més bajos para las
especies afines y los mas altos para los cultivares de pifia estan en correspondencia con los
obtenidos por otros autores con igual o diferentes marcadores, como los detectados por
Ruas et al. (2001), los cuales alcanzaron menor coeficiente de similitud (0,57) entre las
especies silvestres Pseudananas sagenarius (1-43949) y A. lucidus, y mayor coeficiente (0,91)
entre dos cultivares del grupo horticultural Perolera mediante RAPD y con igual marcador,
Burhooa y Ranghoo-Sanmukhiya (2012), consiguieron una relacién genética inferior (0,605)
entre las especies Wild (A. bracteatus) y 'Honey' (A. comosus) y mayor (0,803) entre los
cultivares 'Bourgault' y '‘Cayena lisa'. De igual manera, pero con el marcador AFLP, Tapia et
al. (2005b) obtuvieron los menores valores en las especies afines y ornamentales, donde 0,009
fue entre Tricolor' y 'MD-2'/" Carmelita’ y 0,37 entre 'Tricolor' y 'MD-2'/'Primavera’; el mayor
valor (0,96) entre dos cultivares de 'Champaka’ del grupo horticultural Cayena, resultado que
era de esperar porgue se consideraban materiales morfolégicamente iguales.

En el analisis de conglomerados UPGMA de la matriz de similitud obtenida a partir del
marcador RAPD, la linea de corte se establecié alrededor del valor 0,75; lo que permitié la
formacion de tres clases y ocho accesiones no agrupadas (Fig. 12). La representacion de los
grupos horticulturales establecidos en este andlisis es semejante a la obtenida en la
caracterizacion morfoldgica (acépite 3.2.1).

La clase | esta integrada por accesiones del grupo horticultural Espafiola y de otros grupos.
Como se puede apreciar mas del 60% de los cultivares 'Espafiola roja' en estudio, comparten
igual informacién genética y solo revelaron posibles diferencias con el cebador OPA-16, los
cultivares 'Espafiola roja' 18 (5Cu), 'Espafiola roja’ de Florencia (26Cu), 'Espafiola roja' con
un borde liso (33Cu) y 'P3R5' (37a y b Cu) (Fig. 10). Este ultimo, se trata de un mutante que
segun Pérez (2003) no habia sido posible clasificarlo mediante marcadores isoenzimaticos;sin
embargo con el marcador AFLP se pudo corroborar que era un nuevo genotipo de pifia.

A esta clase |, también estan incorporados los cultivares 'Champaka’ (2Cu) y 'China’ (10Cu);
el primero deberia haberse agrupado con Cayena y no con Espafiola, este resultado pudiera
deberse a un error de identificacion del curador. Del segundo cultivar no se tiene clara su
relacion de parentesco desde el punto de vista morfolégico y en el analisis molecular se
encuentra entre estos dos grupos. Este resultado concuerda con los obtenidos por el
marcador AFLP, donde tampoco se logré una clara ubicacién de este cultivar en ningdn
grupo horticultural.

42



Propuesta a Premio Academia de Ciencias de Cuba

: 7
] ! I " 1

= . =
03 043 a6t a1
Coeficienta

Figura 12. Dendrograma de los genotipos conservados en la coleccién ex situ, basado en un analisis
de agrupamiento UPGMA, la matriz de similitud generada con el coeficiente Dice, a partir de los datos
moleculares de los siete cebadores RAPD. Se representan los valores de bootstrap_superiores al 60%.

En la clase Il se encuentran los cultivares pertenecientes a Cayena, en un primer subgrupo
aparece el 'Baron de Rosthshilt' (6Cu) y 'Cayena lisa." (Granma) (38Cu) sin diferencias
genéticas pero si con el resto de las Cayenas. Morfolégicamente sucede lo mismo la
diferencia de estos cultivares esta dada por la presencia de pequefiitas espinas a lo largo de
la hoja. Estos dos ultimos cultivares pueden ser un duplicado, porque la procedencia del
material fue la misma, lo que justifica la similitud genética y morfolégica entre ellos. La otra
subclase esta compuesta por mas del 50% de las Cayenas de la coleccion, en las que no se
detectaron diferencias y quedan separadas dentro de esta clase el hibrido CBCE-003 (25Cu)
y el cv. 'Mocaena' (42Cu). Los resultados obtenidos se corresponden con los alcanzados con
el marcador tipo AFLP y por Duval et al. (2001), Kato et al. (2004) quienes mediante el uso
de los marcadores moleculares RFLP y RAPD respectivamente, revelaron algunas
diferencias entre los cultivares de este grupo. Los tres hibridos cubanos CBCE-054 (12Cu),
CBCE-021 (13Cu) y CBCE-003 (25u), se ubicaron en el intermedio de sus progenitores
Cayena y Espafiola. Resultado que concuerda con el obtenido con el marcador AFLP.

Resulta interesante que la clase Il formada por las accesiones del grupo horticultural
Pernambuco presentan una distribucion mas homogénea, en la mayoria de estas no se
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detectan diferencias genéticas. Solo se separan los cultivares 'Cubana del Caney' (60Cu),
'Pifia blanca' (70Cu) y 'Jupi' (8Cu), este ultimo es un material introducido desde Brasil.

El resto de las accesiones no agrupadas fueron: el cv. Cabezona (15Cu) que aparece mas
relacionado genéticamente con el grupo horticultural Pernambuco que con Espafiola. Esta
afirmacién se contradice con los resultados informados por Collins (1960), Py et al. (1987) y
Dujardin (1991) quienes sostienen que este cultivar es un poliploide natural (3n) de
Espafola. Le sigue a la accesion 'Branco' (31Cu) perteneciente a la especie A. bracteatus, el
Curujey (36 Cu) del género Tillandsia, las especies afines B. pinguin (28Cu), B. karatas
(29Cu) y Pifia de Raton (69Cu) que independientemente del alto valor (73) de bootstrap no
se agruparon debido al criterio de corte, y por ultimo las ornamentales C. acaulis (54Cu) y A.
fasiata (56Cu). Los marcadores bioguimicos y moleculares utilizados por Duval et al. (2001),
Tapia et al. (2005b), Rodriguez et al. (2007) en estudios taxondémicos del género, han
permitido determinar la similitud genética de las especies afines con A. comosus y por tanto
rectificar las clasificaciones propuestas para la familia Bromeliaceae.

Los resultados alcanzados con el marcador molecular RAPD permitieron detectar la
variabilidad entre los genotipos de cada grupo. Para ganar en mayor precision también se
recomienda estudiar la coleccion con un tercer marcador molecular, en este caso por SSR.

3.3.3. Diversidad genética mediante el marcador SSR
A) Testaje de los cebadores informados en la literatura

Los productos amplificados de los genotipos de pifia seleccionados para el testaje con los
cebadores SSR informados por Kinsuat y Kumar (2007) para A. comosus, no fueron los
esperados. En su mayoria amplificaron como cebadores inespecificos, dando como
resultado un nimero de bandas inusuales en este tipo de marcador molecular (Fig. 13).

APCT127B ACUMS228A  ACLR746A ACUMS228C  ACUMS141B  ACPCT138B

ACPCT136B

ACLR74A  ACPCT138A ACUMS217

ACLR749 ACLR76A

Figura 13. Amplificacion del ADN de cuatro genotipos de pifia con 12 cebadores SSR informados
por Kinsuat y Kumar (2007). En ambos extremos se sefiala el marcador de pesos moleculares.
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El andlisis detallado de cada una de las secuencias correspondiente a cada loci informado
por esos autores y publicadas en la base de datos NCBI, permitio detectar que en 15 loci
SSR (ACLR179C, ACUMS217, ACUMS228A, ACLR746A, ACLR76A, ACLR776B,
ACPCT127B, ACPCT124B, ACUMS141B, ACPCT610A, ACPCT643A, ACPCT662A,
ACPCT651B, ACUMS228C y ACPCT662A), el motivo repetido estaba contenido dentro de la
secuencia del cebador directo e indirecto. En el locus ACLR179B no aparecian los
cebadores informados; en dos loci SSRs (ACLR179C y ACUMS217) se omitié o se cambid
una base en el cebador respecto a la secuencia y en tres, el nUmero de identificacion de la
secuencia fue incorrecto, dos correspondian a una especie de pez (Naso vlamingii)
(ACPCT138B y ACPCT138A) y uno (ACLR74A) a otra secuencia de pifia. Finalmente, de los
20 loci analizados, dos (ACLR749y ACPCT136B) no presentaron dificultades y en solo
cuatro (ACLR179B, ACPCT124B, ACPCT651B y ACPT138A) se pudieron realizar
modificaciones para la presente caracterizacion de pifia.

De las 20 secuencias seleccionadas al azar de A. bracteatus (Blanc, 2003), se pudieron
disefiar 10 pares de cebadores nuevos. Del total de cebadores utilizados (17) (los
modificados y correctos del articulo, y los desarrollados a partir de A. bracteatus) (Anexo 3)
en la presente investigacion, permitieron la amplificacion del ADN de los cuatro genotipos
diferentes de pifia utilizados en el testaje. Esto permitié seleccionar los 12 loci mas
polimoérficos: ACPCT124BM, ACPCT136B, ACLR179BMa, ACLR179BMb, ACPCT651BM,
ACLR749, ANBR58, ANBR72, ANBR73, ANBR75, ANBR80 y ANBR48 (Fig. 14).

ACPCT ACPCT ACPCT ACLR ACLR  ACPCT
124BM  136B  135AM 179BMa 179BMb 651BM ACLR749 ANBR 34

e — i 2
J

ZZ]

P

\ )
779, ]

ANBR 50 ANBR§1

Figura 14. Comprobacion de las amplificaciones del ADN de pifia con los 17 nuevos cebadores
disefiados. En el extremo izquierdo se sefiala el marcador de pesos moleculares.
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B) Amplificacion del ADN de las accesiones con los nuevos cebadores polimorficos

La amplificacion del ADN de los genotipos en estudio con los seis cebadores, disefiados a
partir de A. bracteatus, se debe a la transferibilidad de los SSRs entre especies diferentes.
La transferibilidad de este marcador ha sido comprobada por Hormaza (2002), quien
caracterizd diferentes genotipos de Prunus armeniaca L. con cebadores SSR disefiados a
partir de Prunus persica L. y por Valdés-Infante et al. (2009) quienes disefiaron cebadores
SSR en guayabo para estudios moleculares de los géneros Psidium, Zyzygium y Eugenia
pertenecientes a la familia Myrtaceae.

Estos resultados permiten superar la limitada disponibilidad de cebadores que dificultaba en
sus inicios el uso de los marcadores SSR. El amplio conocimiento sobre el grado de
conservacion de las regiones flanqueantes, segun Ciampi et al. (2008), Elazreg et al. (2011)
y Cota et al. (2012), reduce la necesidad de disefiar cebadores especificos para identificar
cada especie 0 géneros de una misma familia.

En la Tabla 16 se muestra la composicion alélica del conjunto de genotipos de pifia,
obtenidos a partir del analisis molecular realizado con los 10 marcadores SSR. Se descarta
la posibilidad de que los valores nulos que se presentaron con el locus ACLR179BMb, en las
accesiones B. karatas (29Cu) y con el locus ACPCT124BM, estas accesiones, mas los
cultivares 'Cubana’ (35Cu), 'Mocaena' (42Cu), '‘Ocaena’ (43Cu), 'Espariola roja' (53Cu, 63Cu
y 64Cu), y las especies afines Curujey (36Cu) y Pifia de Ratén (69Cu), se deban a errores en
la extraccion del ADN y a su amplificacién porque este proceso se repitié dos veces.

La frecuencia de los alelos oscilé entre 0,009 y 0,849 por lo que no hay ninguno fijado
(p=0,90). Se encontraron 22 alelos raros (p<0,05) que representa casi la mitad del total de
alelos (46%) y la mayoria de estos pertenecen a las especies afines a la familia. Excepto en
los loci ANBR80 y ANBRS81, en el resto de los loci (80%) se evidencia la presencia de alelos
exclusivos. Por solo citar algunos ejemplos en B. pinguin (28Cu), B. karatas (29Cu) y Pifia de
Raton (69Cu) [ANBR58 (197), ANBR75 (198), ANBR81 (250) y ACPCT651BM (170/180)]; en
'‘Branco' (31Cu) [ANBR58 (249), ANBR72 (233), ANBR75 (191) y ACLRB179BMb (112)]; en
Curujey (36Cu) [ANBR58 (172/244) y ACPCT651BM (213/270)]. Esto evidencia la diversidad
genética que aportan estas especies, resultado que coincide con lo informado por Duval et al.
(2001), sefialaron la mayor distancia genética entre estas especies respecto A. comosus.
También Clemente et al. (2010) plantearon que las especies afines presentan caracteristicas
genéticas y morfoldgicas diferentes a los cultivares.

Cuando se analizé por separado la frecuencia de los alelos para los tres grupos
horticulturales presentes en la coleccion ex situ de Cuba, se evidencié en cultivares del
grupo Espafiola, alelos fijados para los loci ANBR58 (233), ANBR72 (239) y ACLR179BMb
(109); y la presencia de alelos raros en el cv. 'Espafiola roja Morada' (16Cu) para el locus
ANBR75 (200). En cultivares del grupo Cayena se identific6 un alelo fijado para el locus
ANBR8O0 (147); y alelos raros en el cv. 'Cayena lisa' (50Cu) para el locus ANBR75 (221) y en
'‘Champaka’ (2Cu) para los loci ANBR80 (149) y ACLR179BMa (288). En el grupo
Pernambuco solo se detectaron alelos fijados en los cultivares 'Pifia blanca' para los loci
ANBR58 (233), ANBR72 (239) y ANBR73 (211). En pifia no hay informacién disponible al
respecto, pero los datos son comparables con otros frutales como los obtenidos por Valdés-
Infante et al. (2007) en P. guajava, donde detectaron 24 alelos comunes y 10 alelos raros, al
utilizar siete combinaciones de cebadores SSR.
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Tabla 16. Composicion alélica obtenida del analisis molecular realizado con 10 marcadores SSR

No Genotipo ANBR ANBR ANBR ANBR ANBR ANBR ACLR ACLR ACPCT ACPCT
’ P 58 72 73 75 80 81 179BMa  179BMb 651BM 124BM
1Cu_ Espafiola roja M 35 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219 /245 273 /284
2Cu Champaka 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 110 219/245 273 /284
3Cu__ Espafiola roja Col. del Ramén 233 239 211/227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219 /245 273 /284
5Cu_ Espafiola roja (18) 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273 /284
6Cu_Cayena lisa Bar6n de Rosthshilt 229 /233 239 211 200/ 210 147 240/ 260 280/ 284 109/110 229 284
7Cu__Pifia blanca del Caney 233 239 211 220 147 /149 268 280 /288 109 /110 219 /245 273 /284
8Cu  Jupi 233 241 211 /217 210/ 220 147 240 279 /280 109 229 /245 284
9Cu_Puerto Rico 233 239 211/227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219 /245 273 /284
10Cu_ China 233 239 /255 211 220 147 240 279 /280 109 219 273 /284
11Cu Mocaena 229 /233 239/241  211/227 210/ 220 147 260 280/ 284 109 229 273 /284
12Cu_ Hibrido CxE 054 229/233  228/239 227 210/221 147 /149 260/ 268 280 109 229 /245 273
13Cu  Hibrido CBCE-021 229 /233 239 211 210/221 147 260/ 268 280/ 284 109 219/229 273 /284
14Cu Pifia blanca (Bolondrén) 233 239 211 220 147 /149 268 280 /288 109/110 219/245 273 /284
15Cu_ Cabezona 233 239 /241 211 200 /220 147 /149 268 280 109 219 /245 273 /287
16Cu Espafiola roja Morada (Holguin) 233 239 211 /227 200/ 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273 /284
17Cu__ Pifia blanca Serrana 233 239 211 220 147 /149 268 280 /288 109 /110 219 /245 273 /284
21Cu_Cayena lisa Serrana 229/233 239/241 211/227 210/220 147 260 280 /284 109 229 273 /284
22Cu  MD-2 229 /233 239 211 /227 220 147 240/ 260 280 109 229 /245 284
24Cu__Cayena de Hawaii 229/233 239/241 211/227 210/220 147 260 280 /284 109 229 273 /284
25Cu_ Hibrido CxE003 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273 /284
26Cu_ Espafiola roja Florencia 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273
28Cu__Bromelia pinguin 197 239/243  211/227 192 /198 147 /149 250 280 ** 170/180 **
29Cu_ Bromelia karatas 197 239/241  211/227 196 /198 147 /149 250 280 /288 x| * 170/180 x| *
31Cu_ Branco 233/249  233/239 211 191 /220 149 260 280 109 /112 245 258 /284
33Cu__Espafiola roja 1 borde liso 233 239 211/227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219 /245 273
35Cu__Cubana (Baracoa) *[* 239 211 220 *[* *[* *[* 109 /110 219 /245 x| *
36Cu__Curujey 172 /244 253 211/227 179 147 /149 240/ 268 280 /288 109 213 /270 **
37aCu_ Espafiola roja P3R5 233 239 211 /227 221 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273 /284
37bCu  Espafiola roja P3R5 233 239 211 /227 221 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273 /284
38Cu_Cayena lisa (Granma) 229 /233 239 211 200/210 147 240/ 260 280 /284 109 229 284
39Cu Espafiola roja (Granma) 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273 /284
40Cu__ Espafiola roja (La Habana) 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273/284
41Cu Espafiola roja (Baracoa) 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280/ 288 109 219/245 273 /284
42Cu__Mocaena *[* 239 211/ 227 220 *[* *[* *[* 109 229 /245 x| *
43Cu_ Ocaena *[* 239 211/227 220 *[* *[* *[* 109 219 /245 **
44Cu  Espafiola roja (San Cristobal) 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273 /284
45Cu  Espafiola roja (Rosario) 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273 /284
46Cu__Espafiola roja (Vifiales) 233 239 211/227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219 /245 273 /284
47Cu__ Espafiola roja (Aguada) 233 239 211/227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219 /245 2731284
48Cu__Espafiola roja (Abreus) 233 239 211/227 220 147 /149 240/ 268 280/ 288 109 219 /245 273 /284
49Cu__Pifia blanca (Rodas) 233 239 211 220 147 /149 268 280 /288 109 /110 219 /245 273 /284
50Cu__Cayena lisa (Rodas) 229 /233 239 211 210/221 147 260 /268 280 /284 109 219 /229 273 /284
51Cu__Espafiola roja (Rodas) 233 239 211/227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219 /245 273 /284
52Cu_Cayena lisa 229 /233 239/241 211/227 210/ 220 147 260 280 /284 109 229 273 /284
53Cu__ Espafiola roja (Bolondrén) x| * 239 211 /227 220 x| * x| * x| * 109 219/245 x| *
59Cu_ Espafiola roja del Caney 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280 /288 109 219/245 273 /284
60Cu__Cubana del Caney 233 239/241  211/227 210/221 147 240/ 260 280 109 /110 229 /245 273 /284
61Cu_ Espafiola roja Colorada del C. 233 239 211 /227 220 147 /149 240/ 268 280/ 288 109 219/245 273 /284
63Cu__ Espafiola roja (Niceto Pérez) x|+ 239 211/227 220 x| * x| * *[* 109 219/245 **
64Cu__ Espafiola roja (Las Tunas) *[* 239 211 /227 220 ** ** *[* 109 219 /245 **
67Cu_Cayena lisa (Isla J.) 229 /233 239/241  211/227 210/ 220 147 260 280 /284 109 229 273 /284
69Cu__Pifia de Ratén 197 228/239 211/227 196 /198 147 /149 250 280 106 / 109 170/180 **
70Cu  Pifia blanca (Guantanamo) 233 239 211 220 147 /149 268 280 /288 109/110 219/245 273 /284

.* [ * Ausencia de amplificacion
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Los parametros de diversidad genética obtenidos a partir del analisis molecular con los
cebadores SSR se presentan en la Tabla 17. Del total de 48 alelos generados (A) a partir de
la amplificacién de los genotipos en estudio, el locus que presentdé mayor polimorfismo fue
ANBRY75 (9 alelos) y el de menor polimorfismo ANBR80 (2 alelos). Se obtuvo una media de
4,8 alelos/locus, con una fluctuacion del numero efectivo (Ne) de 1,29 (ACLR179BMb) a 3,27
(ACPCT651BM), para un promedio de 2,08. La media de alelos/locus obtenida con este
marcador fue similar a la de Shoda et al. (2012) quienes con 18 cebadores SSRs en
genotipos de pifia de la coleccion de Japon fue de 4,1 alelos/locus. Al compararlo con el de
Tapia et al. (2005b), en la caracterizacion de 15 genotipos de pifia para el marcador ISSR
fue inferior, 6 alelos/locus. Sin embargo, Rodriguez et al. (2007), con tan solo cuatro
sistemas enzimaticos, detectaron una media muy superior (18,5 bandas/enzima) en el
estudio de 789 individuos.

Tabla 17. Parametros de diversidad genética del conjunto de genotipos analizados de la coleccion ex
situ con 10 marcadores SSRs: nimero de alelos (A), heterocigosidad esperada y observada (He y
Ho), indice de fijacion Wright (F), probabilidad de identidad (PI), numero efectivo de alelos (Ne) y p-
valor para el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).

Nopredel Tamalcdele A ne He Ho P om O
ANBR58 172-249 6 1,57 0,38 0,28 0,24 041 *x
ANBR72 228-253 6 1,37 0,29 0,23 0,16 0,33 0,17
ANBR73 211-227 3 1,94 0,49 0,75 -055 0,32 *x
ANBR75 179-221 9 1,97 0,51 0,32 0,35 0,39 *x
ANBRS80 147-149 2 1,88 0,47 0,70 -0,50 0,16 *x
ANBRS81 240-268 4 3,17 0,69 0,66 0,04 0,33 *x
ACLR179BMa 279-288 4 2,33 0,58 087 -053 0,13 **
ACLR179BMb 106-112 4 129 025 0,21 0,05 0,33 0,58
ACPCT651BM 170-270 7 327 070 083 -0,19 0,23 *x
ACPCT124BM 258-284 3 2,04 0,52 0,84 -0,65 0,19 *x
Media 4,8 2,08 0,49 0,57 -0,33 0,28

** Significacion con p<0,01

La media de la probabilidad de identidad (PI) fue de 0,28, con valores que varian entre 0,13
en el locus ACLR179BMa hasta 0,41 en el locus ANBR58. También se observaron
desviaciones significativas p<0,01 del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en ocho de los 10
loci. Se observd una relacién inversa entre los valores He respecto a Ne y a PI, lo que
implica la elevada heterocigosidad que revelan los microsatélites, lo cual corrobora que son
marcadores apropiados para la identificacion varietal. De esta forma, los lociACLR179BMa
(P1=0,13) y ACPCT651BM (He=0,70) resultaron ser los mas informativos. Ademas, el 40%
de los loci fueron altamente informativos con He20,5 y PI<0,35 respectivamente. Este
resultado permite afirmar que con tan solo cuatro de los loci, con mayor He y menor PI, se
puede obtener la misma resolucién en la identificacion de los genotipos estudiados que con
el resto de los SSRs utilizados en el presente trabajo. Este criterio coincide con los
informados por Martin et al. (2011) en el frutal P. armeniaca, en el que demostraron una
relacion inversa entre los valores de heterocigosidad (0,60) respecto a los indices Ne (2,74) y
P1 (0,39).

La media de la heterocigosidad esperada (He) fue de 0,49, con valores que varian desde
0,25 en el locus ACLR179BMb hasta 0,70 en el locus ACPCT651BM. La heterocigosidad
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observada (Ho) presentdé una media de 0,57, con valores que van desde los 0,21 en
ACLR179BMb a 0,87 en ACLR179BMa. Estos resultados guardan relacion con los
alcanzados por Shoda et al. (2012) en A. comosus, quienes obtuvieron valores de 0,52 en la
media de He, pero con diferencias en el rango de variaciones (0,09 y 0,76).

El indice de fijacion de Wright (F) mostré que el 50% de los loci tienen valores positivos vy el
otro 50% valores negativo, lo que indica que no hay un marcado déficit de heterocigotos.
Este valor podria ser menor si se eliminan las especies afines ya que fueron las que mas
alelos nuevos aportaban. Una de las razones que puede explicar estos resultados, esta
fundamentada segun Coppens d’Eeckenbrugge y Duval (1995), por la ausencia de
cruzamiento entre los cultivares, debido al tipo de reproduccion asexual y a la
autoincompatibilidad en los mismos.

Los resultados obtenidos permiten resaltar la importancia de los SSRs como una
herramienta eficaz en la optimizacién del manejo de colecciones de germoplasma. Los
marcadores desarrollados en la presente investigacibn pueden tienen una aplicacion
practica: en la estimacion del nivel de variacion entre poblaciones naturales y el manejo de
los bancos de germoplasma, en el estudio de estructura poblacional, estudios taxonémicos,
en procesos de domesticacién y movimiento de material entre diferentes paises, este Ultimo
permite dilucidar los problemas de sinonimias, homonimias y ser de gran ayuda en los
programas de mejora.

Los 10 cebadores SSRs seleccionados proporcionaron productos de amplificacion para 54
accesiones de pifia evaluadas. De los dendrogramas obtenidos, se eligié aquel que present6
mayor correlacion cofenética (r=0,96) entre la matriz cofenética y la de similitud Dice. El
remuestreo realizado al agrupamiento permitié diferenciar las clases de forma consistente.

Los valores de la matriz de similitud (datos no mostrados) obtenidos entre los diferentes
genotipos variaron de 0,24 a 1,00 para una media de 0,74. El valor mas pequefio aparece
entre B. pinguin (28Cu) y 'Puerto Rico' (9Cu) y el mayor valor en més de 150 combinaciones
entre cultivares de igual grupo (Espafiola, Pernambuco y Cayena). La mayoria de los
cultivares conglomeraron a una distancia genética cercana a la de los grupos horticulturales
de pifia.

En el analisis de conglomerados UPGMA de la matriz de similitud obtenida a partir del
marcador tipo SSR, la linea de corte se estableci6 alrededor del valor 0,70; lo que permitié la
formacion de dos clases (Fig. 15), una menos que en el caso de los RAPDs (Fig. 11) y
algunas accesiones no agrupadas.

En la clase I, a diferencia que con el marcador tipo RAPD y AFLP, las accesiones
pertenecientes a los grupos horticulturales Espafiola y Pernambuco se conglomeraron en
dos subclases, perfectamente diferenciadas. A excepcién del cv. 'Cubana del Caney' (60Cu)
en el resto de los cultivares que integran este Ultimo grupo no se detect6 diversidad genética
y en los de Espafiola, la mayoria no presentaron diferencias, lo que ratifica la escasa
diversidad de la coleccion. Con este marcador tan solo se diferenciaron los cultivares:
'‘Espafiola roja' (16Cu), 'Espafiola roja con un borde liso' (33Cu) y 'P3R5' (37a y b Cu).

También con SSR el cv. Cabezona (15Cu) aparece mas relacionado genéticamente con las
accesiones del grupo horticultural Pernambuco que con las del grupo Espafiola. Sin
embargo, Tapia et al. (2005b) mediante marcadores RAPD e ISSR lograron agrupar los
cultivares 'Cabezona’ con Espafiola, lo que est4 en correspondencia con la clasificacion que
hacen Py et al. (1987).
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Figura 15. Dendrograma de los genotipos de pifia de la coleccién ex situ, basado en un andlisis de agrupamiento UPGMA, se utilizé la matriz
de similitud con el coeficiente Dice, obtenida a partir de los datos moleculares de 10 loci SSR. Se representan los valores de bootstrap

superiores al 60%.
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La clase Il esta integrada por accesiones del grupo horticultural Cayena, que se separa en
dos subclases. La primera estd constituida por los cultivares 'Barén de Rothschild' (6Cu) y
'‘Cayena lisa' (Granma) (38Cu), con la misma ubicacion que la obtenida mediante RAPD. La
otra subclase estd compuesta por la mayoria de los cultivares de Cayena. La similitud
genética entre ellas obedece, segin Collins (1960) y Noyer (1991) a que algunos cultivares
de Cayena se originaron de plantas domesticadas de este grupo en Guyana Francesa.
Ademas, se consideran clones con poca variacién genética, lo cual coincide con lo planteado
por Kato et al. (2004), quienes afirmaron que la clasificaciéon de estos genotipos es dificil
debido a la estrecha base genética y a la similitud morfolégica, que tienen los mismos.

Otras dos accesiones que se agruparon en esta clase y que no presentaron diferencias
genéticas con los 10 SSRs utilizados, fueron el hibrido CBCE-021 (13Cu) y 'Cayena lisa'
(Rodas) (50Cu), los cuales tuvieron caracteristicas morfoldgicas distintas. Este hibrido, esta
descrito por Benega et al. (1999), que se obtuvo a partir de un cruzamiento entre 'Cayena
lisa serrana’ y 'Espafiola roja pinarefia’, mientras que 'Cayena lisa' (50Cu) es una accesion
colectada en la region central del pais. Es de destacar que el cv. 'Cubana del Caney' (60Cu)
formé parte de esta clase aunque por sus caracteristicas morfoldgicas deberia pertener al
grupo horticultural Pernambuco. Esto puede deberse a la transferibilidad de los SSR
estudiados, los que segun Oliveira et al. (2006), pueden ser capaces de identificar las
diferencias entre clases pero no dentro de estas.

El resto de las accesiones no agrupadas fueron: 'Branco' (31Cu), Curujey (36 Cu) y las
especies afines B. pinguin (28Cu), B. karatas (29Cu) y Pifia de Raton (69Cu) que
independientemente del alto valor (100 y 64 respectivamente) de bootstrap no se agruparon
debido al criterio de corte. Los resultados obtenidos mediante el marcador SSR resultaron
ser informativos y detectaron el polimorfismo en la coleccion en estudio. Segun Winsch y
Hormaza (2002) y Pérez (2008), este se ha convertido en el marcador molecular mas
efectivo para la identificacién varietal de las especies. La transferibilidad de los SSRs
permitié agrupar los cultivares en los grupos horticulturales y diferenciar las especies afines;
sin embargo esta pudo ser también la causa de no detectar diferencias genéticas entre
accesiones de un mismo grupo.

La caracterizacion realizada mediante los 10 loci SSR, los siete cebadores RAPD vy las
cuatro combinaciones de cebadores AFLP, revelaron polimorfismo y permitieron distinguir los
perfiles genéticos de las accesiones de pifia. Estos marcadores permitieron evaluar su
diversidad genética y corroborar, en su mayoria, la caracterizacion morfolégica. La diversidad
genética de las accesiones de la coleccién es baja, se debe enriquecer con cultivares y
especies afines del género, provenientes de otras colecciones del mundo. La mayoria de los
genotipos conservados pertenecen a los grupos horticulturales Espafiola y Cayena, los
cuales tienen una distancia genética baja. Para lograr una mejor organizacién y manejo de
esta coleccién se podria construir una coleccién nuclear mas pequefia que represente la
diversidad de la coleccién mayor. La construccién de esta coleccion nuclear no implica la
eliminacion de los genotipos no incluidos en ella, pues aunque la diferencia sea minima entre
dos genotipos, esta puede ser importante.

3.4. Identificacién de las amenazas de pérdida de diversidad genética del germoplasma
de pifiay acciones para minimizarlas

El analisis de la pérdida de diversidad genética que experimenta el germoplasma de pifia se
resume en la Tabla 18. En ella se muestran los resultados de los criterios emitidos, por los
actores locales y los expertos, en las entrevistas y talleres desarrollados durante las
prospecciones, agrupados para cada region de Cuba.
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Tabla 18. Frecuencia (F) y porcentaje de los criterios de los agricultores y expertos, recogidos en
entrevistas y talleres desarrollados en las prospecciones, que implican amenazas de pérdida de
diversidad genética de pifia en Cuba.

. . TOTAL
) Occidente Centro Oriente EXPERTOS
AMENAZAS DE EROSION PRODUCTORES
F % % % F % F %
Abandono de cultivares | 13 23,64 14,5 12,7 28 50,84 5 100
Vulnerabilidad de los cultivares
frente a condiciones naturales | 5 9,09 1,82 | 5 9,09 11 20,00 2 40
adversas
Abandono de la tradicion del |, 5, g, 545 | 2 364 | 17 3001 | 3 60
cultivo de pifa
Erosiéon de cultivares durante la
conservacion in situ-ex situdela | 11 20,00 364 |11 182 14 25,45 5 100
variabilidad Unica
Escasa posibilidad real para la
reposicion de los cultivares - 4 80
perdidos de la coleccion ex situ
Escasa posibilidad real para la
introduccién de nuevos - 3 60
cultivares a la coleccién ex situ

Entre las principales amenazas se identificaron las siguientes:

v Abandono de cultivares.

Esta fue la amenaza que mayor incidencia tuvo en el pais tanto para los productores
(50,84%) como para los expertos (100%). Varios cultivares han sido abandonados en
diferentes regiones por su susceptibilidad a enfermedades fungosas, sus bajos
rendimientos y el escaso material de propagacion que producen (semilla agamica). Estos
factores segun Barrios (2010) estan contemplados dentro de las formas de erosion
genética.

Los cultivares del grupo horticultural Pernambuco (‘'Pifia blanca') tienen mayor riesgo de
erosion, ya que gran parte de las areas en las que se plantaba este cultivar han sido
sustituidos fundamentalmente por el cv. 'Espafiola roja’. Esto ha incidido en sus bajos
rendimientos, asi como la fragilidad de los frutos por el llamado “golpe de sol” y su poca
rusticidad, a pesar de la textura de su fruto y excelente sabor.

Por otra parte los cultivares del grupo horticultural Cayena, que en décadas anteriores
segun Herrera (1974) se encontraban presentes en las provincias Pinar del Rio, La
Habana y Ciego de Avila, ahora han desaparecido practicamente de los campos, lo que
se debe a su baja tasa de multiplicacion, las exigencias agronémicas y la susceptibilidad
a diferentes factores bitticos y abiéticos.

Otro caso interesante resulto el cv. 'Cabezona’ el cual se describié en Santo Domingo,
provincia Villa Clara, en Gibara, provincia Holguin y en “Niceto Pérez’, provincia
Guantanamo, y actualmente solo quedan pequefias plantaciones en Gibara y algunos
ejemplares en Guantdnamo.

v" Vulnerabilidad de los cultivares frente a condiciones adversas.

Esta fue la amenaza que menor incidencia tuvo tanto por los productores (20%) como
por los expertos (40%). La ubicacion geogréfica de la isla favorece las afectaciones del
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fondo genético de los cultivos, por el paso de las tormentas tropicales y los huracanes,
gue para el caso de la pifia implica dafios por inundaciones temporales de las
plantaciones y desprendimiento de las plantas por el arrastre de las aguas.
Contradictoriamente, aunque la pifia se comporta como una planta de poco
requerimiento de agua, las condiciones de sequia prolongadas que han ocurrido en el
pais (Fundora et al., 2006), han deteriorado o deshidratado plantaciones de fomento en
diversas regiones.

Los cultivares menos representados en numero y &reas cultivadas son los que corren
mayor riesgo de perderse, tal es el caso de los cultivares 'Cabezona’ (Gibara), 'Cayena
lisa' (“Frank Pais”) y 'Bar6én de Rothschild' (Cienaguilla), este dltimo es el mas
amenazado, ya que su densidad poblacional in situ es muy baja.

¥v' Abandono de la tradicion del cultivo de pifia.

Es la segunda causa identificada como amenaza con una incidencia segun los
productores (30,94%) y los expertos (60%). La tradicion del cultivo de esta fruta se
abandona paulatinamente porque los descendientes de los productores tienen otros
intereses y dejan perder las plantaciones. Aunque esto afecta a varias regiones del pais,
tienen mayor incidencia las que estan cercanas a los polos turisticos, en especial en la
provincia Ciego de Avila para el cv. 'Cayena lisa serrana’ (21Cu) y en Matanzas el cv.
'Pifla blanca' (14Cu).

¥v' Erosién de cultivares durante la conservacién in situ y ex situ de la variabilidad
Unica.

La variabilidad Unica del germoplasma de pifia es una amenaza mas valorada por los
expertos (100%) que por los productores (25,45%), debido a la importancia que se le
concede por los especialistas a la conservacion de la diversidad tanto in situ como ex
situ. Esta variabilidad se ha perdido por diversos motivos de indole material, como la
escasez de recursos para la conservacion y el manejo de las colecciones vivas (labores,
ataque de plagas, entre otras), agravados por la baja poblacién disponible en el campo y
la escasa cantidad de muestras conservadas in vitro. Por ejemplo, las accesiones
'Primavera’ y otras Cayenas (Cayena de Ecuador, Guinea y México), que se perdieron
definitivamente, debido al inadecuado manejo del germoplasma y otros factores
relacionados con la actividad del hombre.

Referente a la conservacion in situ se han erosionado valiosos cultivares debido al poco
conocimiento por parte de los productores del papel que juegan los mismos en la
preservacion del germoplasma. Dentro los cultivares erosionados podemos resaltar la
pérdida del cv. 'Cabezona’ en las regiones occidental y central.

v' Escasa posibilidad real para la reposicion de los cultivares perdidos de la coleccion
ex situ de germoplasma.

Los expertos consideran (80%) que es muy dificil la reposicion de los cultivares perdidos
en la coleccién ex situ a partir de nuevas colectas en sus lugares de origen, debido a la
poca disponibilidad de recursos financieros para la organizacion y realizacion de
expediciones con este fin. Las accesiones que proceden de colectas anteriores y que se
han perdido en el germoplasma ex situ, no pueden ser repuestas faciimente y las
amenazas a los que estan sometidos los RFG in situ, agravan esta situacion.

v' Escasa posibilidad real para la introduccién de nuevos cultivares a la coleccién ex
situ de germoplasma.

A pesar de que en el pais se han realizado introducciones de material de pifia foraneo,
los expertos consideran (60%) que esta no es una alternativa asequible en la actualidad
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para incrementar la diversidad de la coleccion ex situ, debido a las limitaciones en los
mecanismos de cuarentena. Un ejemplo de esto lo constituye las dificultades para la
entrada al pais de cultivares que se han identificado en otros bancos de germoplasmas,
pero seria necesario una restructuracion en las condiciones para la cuarentena en el pais
y poder cumplir las reglamentaciones establecidas a este efecto en la importacion de
material vegetal.

La utilizacion del método de Investigacion-Accion-Participacion (IAP) (Pérez, 1990; Santos et
al., 2011) fue acertada para la identificacion de las diferentes amenazas de erosion genética
del germoplasma de pifia en Cuba. Aunque para detectar estas amenazas se tuvieron en
cuenta los criterios de los actores locales de las comunidades, su participacion en la solucién
de las mismas es aun poco efectiva para garantizar de forma sostenible su contribucién al
desarrollo local (Mirabal, 2006), en especial para conservar la diversidad in situ del género
Ananas.

Acciones para minimizar la erosion del germoplasma de pifia

A partir del andlisis de las amenazas de erosion genética identificadas, se proponen las
siguientes acciones para minimizarlas:

1.

10.

11.

Favorecer la propagacién de cultivares con riesgos de erosién genética y con limitada
disponibilidad de brotes, de los hibridos obtenidos del Programa Nacional de Mejora y
de las especies afines.

Establecer estrategias de conservacién in situ y ex situ (in vitro/in vivo), que apoyen la
recuperacion de la diversidad genética perdida en los sistemas agricolas dafiados y
reforzar estas colecciones con esa valiosa diversidad.

Establecimiento de una coleccidon nucleo donde estén los cultivares que mas aportan a
la diversidad.

Promover la participacién comunitaria en la proteccion y el manejo de la diversidad que
conservan y favorecer el intercambio de germoplasma y de conocimientos locales, en
funcién del rescate de las tradiciones culturales que propicien la conservacion y uso de
la agrodiversidad.

Realizar el reconocimiento social, por parte de las instituciones pertinentes, de los
agricultores y comunidades involucradas en la actividad de conservacion de la
diversidad de la especie para motivar el desarrollo de esta labor.

Confeccionar materiales didacticos de corte popular que se adecuen a los propdsitos
mencionados en la accién No. 3.

Garantizar la conservacion de los parientes silvestres en su hébitat natural y ex situ.

Apoyar los programas de micropropagacion mediante técnicas biotecnoldgicas en
funcién de los intereses productivos y de la conservacion.

Fomentar la conservacion in vitro del germoplasma ex situ por medio de técnicas de
crioconservacion.

Proponer la asignacion de fondos estales para realizar colectas, conservacion ex situ y
capacitaciones a los agricultores que permitan verdaderamente afrontar las graves
amenazas de erosién mencionados.

Promover la presentacion y aprobacion de proyectos nacionales e internacionales para
poder trabajar de forma efectiva y minimizar la erosion de los RFG de la especie en
Cuba
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12. Abogar por un programa inmediato de rehabilitacién de la Cuarentena Vegetal en el
pais que permita la introduccion de nuevos materiales a la coleccion ex situ, para
apoyar futuros programas de mejoramiento.

En Cuba, también se han desarrollado acciones para minimizar la erosion genética como las
realizadas por Fundora et al. (2006) y Shagarodsky et al. (2009), ambos del grupo de
Recursos Genéticos del INIFAT en especies de hortalizas, granos basicos y oleaginosas, asi
como también por Barrios (2010), quien propuso un conjunto de acciones para minimizar la
erosion genética del género Capsicum después de evaluar el germoplasma cubano
conservado ex situ e in situ. Estas acciones estan en correspondencia con el nuevo
paradigma de la agricultura (FAO, 2011) de “Ahorrar para crecer”.

Los estudios realizados en la presente investigacion, permitieron advertir sobre la
vulnerabilidad a la que est4 expuesta la diversidad conservada in situ de los RFG del cultivo
en Cuba, la cual se mantendra en la coleccion ex situ del Centro de Bioplantas. Con la
puesta en marcha de algunas de las acciones sugeridas, se ha favorecido el intercambio con
los campesinos y la entrega de documentacion ha contribuido a un manejo mas eficiente del
cultivo, asi como a la conservacion in situ del germoplasma de pifia. De esta forma, sera
posible salvaguardar los recursos fitogenéticos de esta valiosa fruta.

3.5. Conservacién del germoplasma de pifia a partir de las acciones propuesta para
disminuir la pérdida de diversidad genética

3.5.1. Establecimiento y validacién de la coleccion nacleo del banco de germoplasma
3.5.1.1. Establecimiento de la coleccién nucleo

En el analisis de conglomerados para el germoplasma cubano con los Descriptores Minimos
(acapite 3.2.3.), se formaron tres clases que estaban en correspondencia con los grupos
horticulturales: Espafiola, Pernambuco y Cayena. La proporcion de individuos incluidos en
cada una de estas clases se observa en la Tabla 19.

Tabla 19. Composicién de las clases y nimero de accesiones de los grupos formados en la coleccién
base (CB).

COMPOSICION DE LAS CLASES

CLASES No. Regiéndel No.

Acc. pais/BG. AcCC. Cultivares

ER 40Cu, ER 44Cu, ER 45Cu, ER 47Cu, ER 53Cu,

Occidente 8 g ggcy, ER 48Cu'y ER 46CU

Centro 4 ER 26Cu, ER 51Cu, ER 30Cu y ER 5Cu
| 30 _ ER 16Cu, ER 43Cu, ER 39Cu, ER 61Cu, ER 64Cu,
Oriente 11 ER 3Cu, ER 33Cu, ER 59Cu, ER 41Cu, ER 63Cuy
Ca 15Cu
P3R 37 ER 1 Hi 12 Hi 2 Hi
Banco de G. 7 1§Cu3y g%%éﬁ i el 2(CL
Occidente 1 PB 14Cu
Il 7 Centro 2 PB 49Cuy PB 17Cu
Oriente 4 PB 7Cu, PB 60Cu, PB 70Cu y PB 35Cu
Occidente 2 CL 52Cuy CL 67Cu
" 11 Centro 2 CL 21Cuy CL 50Cu
Oriente 3 BR 6Cu, BR 38Cu y MO 42Cu

Bancode G. 4 CH 2Cu, MD 22Cu, CL 24Cuy MO 11Cu

I- Espafiola, II- Pernambuco y IlI- Cayena BG.- Banco de germoplasma
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A partir de los resultados agromorfolégicos, el criterio del curador y la distribucion geografica
se realiz6 una primera aproximacion de la coleccidén nucleo respecto a la colecciéon base, la
cual represento el 47,9% de las accesiones. En una segunda aproximaciéon, se considerd
también el criterio de seleccion a partir de los analisis moleculares mediante RAPD y SSR
(acéapites 3.3.2y 3.3.3).

La coleccidon nacleo de pifia en Cuba después de las selecciones quedd constituida por 16
accesiones lo que representa un 33,3% de la coleccién base (Tabla 20). Esta cifra puede
parecer elevada cuando se compara con el tamafio del nucleo de otras especies, por
ejemplo Knipffer y van Hintum (1995) establecieron una coleccion ndcleo con menos del
0,3% (1600 accesiones) del total de accesiones existentes en la Coleccion Internacional de
Cebada. Asi como también, Spillane et al. (inédito) citado por van Hintum et al (2003),
crearon una coleccion nucleo de sorgo con 1,5% (600 accesiones) del total de los materiales
(40 000 accesiones) conservados en el ICRISAT en la India. Es importante sefialar que en
estos casos, segun Fundora et al. (2006), los nucleos se obtuvieron de colecciones
completas de bancos de germoplasma representativos de la diversidad de todo el mundo, en
los que se hizo una catalogacion muy completa de los grupos de diversidad existentes en las
especies.

Tabla 20. Composicidén de la coleccién nicleo establecida a partir de la coleccion base (CB).

COMPOSICION DE LAS CLASES

CLASES No. % Region del  No.

Acc. CB 0ais/BG. Acc. Cultivares seleccionados

Occidente - -
9 18.8 Centro 3 ER26CuyER 30Cu, ER 5Cu
Oriente 4 ER 33Cu, ER 63Cu, ER 16Cu y Ca 15Cu
Banco de G. 2 P337aCuyHil1l2Cu
Occidente 1 PB14Cu
Il 2 4,2 Centro - -
Oriente 1 CC60Cu
Occidente - -
Centro 1 CLZ21Cu
. ° 104 Oriente 2 BR 6Cuy MO 42Cu
Banco de G. 2 CHZ2CuyCL 24Cu
Total 16 33,3 ||| Espafiola, II- Pernambuco y IllI- Cayena

El tamafio obtenido en la coleccién nucleo resulté adecuado para las condiciones de Cuba.
Este resultado esta en correspondencia con los alcanzados por Fundora et al. (2006),
guienes establecieron en el pais colecciones nacleo con un 25 y 30% de representacion
respecto a la coleccién base, en especies de hortalizas, granos basicos y oleaginosas.

Sobre el tamafio de las colecciones nucleos existen diferentes criterios, segin Brown y
Spillane (1999) estas deben tener un tamafio entre 5 y 20% respecto a la coleccién base; en
cambio Noirot et al. (1996) y Bhattacharjee et al. (2007), sugirieron porcentajes mayores,
entre 20 a 30%. Aunque estos son los porcentajes, otro criterio respecto al tamafio de las
colecciones nucleo es el de Castillo et al. (2008), quienes plantearon que si la coleccion a
partir de la cual se desarrolla una colecciéon nucleo es muy grande, el tamafio porcentual
puede ser menor que 5%, pero si la coleccidén base es pequefia este valor se incrementa.
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Descripcién de los grupos de variabilidad que componen la coleccion nacleo

Clase I: qued6 constituida por nueve cultivares del grupo horticultural Espafiola, este es el
mas representativo del pais y a pesar de las condiciones en las que se planta tiene
buenos rendimientos. Dentro de las accesiones seleccionadas se encontra, uno de los
hibridos obtenidos a partir de un programa de mejora cubano; el poliploide 'Cabezona’,
planta con un fruto de gran tamafo, utilizado en el turismo y la variante somaclonal
'P3R5', con caracteristicas superiores respecto a su progenitor (Espafiola). De manera
general, el resto de los cultivares tienen mayor rusticidad que los del grupo horticultural
Cayena y Pernambuco, poseen frutos mas fibrosos, menos dulces y pequerios.

Clase lI: fue la méas pequefia, est4 constituida solamente por dos cultivares del grupo
horticultural Pernambuco; son plantas con caracteristicas morfoagronémicas y
moleculares similares, y presentan mayor riesgo de erosion genética en el pais. Estos
cultivares se caracterizan por presentar frutos en forma piramidal, son extremadamente
dulces y jugosos.

Clase llI: quedd constituida por cinco accesiones del grupo horticultural Cayena, el mas
importante en el mercado internacional; por el cv. 'Baron de Rothschild', con
caracteristicas morfologicas diferentes al resto de los cultivares respecto a la espinosidad
de la hoja; por dos introducciones procedentes de Brasil y Hawai, las cuales enriquecen la
coleccion; por el cv. 'Mocaena', cultivada solo en una zona aislada de Baracoa, provincia
Guantanamo y por el cv. 'Cayena lisa serrana’, que ha sido utilizada como progenitora
femenina en programas cubanos de mejoramiento genético. De manera general, los
cultivares de esta clase se caracterizan por presentar frutos con amarillo-naranja muy
llamativo tanto en la cdscara como en la pulpa, de poca fibra, abundante jugo y un dulzor
muy agradable al paladar.

Ademas, en la Tabla 21, se muestra la descripcion de las accesiones que integran la
coleccion nulcleo establecida a partir de las clases formadas mediante los descriptores
minimos, por: region de procedencia, grupo horticultural al que pertenecen y la media de los
caracteres cuantitativos por accesion y grupo. Aunque la coleccién nucleo se establecio con
dominio para los cultivares comerciales, debido al valor que presentan las especies afines
del género para programas de mejora, también se incluyeron las accesiones Branco (A.
bracteatus), B. pinguin, B. karatas, Pifia de raton (B. pinguin) y Curujey (T. fasiculata).

57



Propuesta a Premio Academia de Ciencias de Cuba

Tabla 21. Descripcion de las accesiones que integran la coleccién nucleo establecida a partir de las clases formadas mediante los descriptores
minimos, regién de procedencia, grupo horticultural al que pertenecen, caracteres cualitativos y la media de los caracteres cuantitativos por
accesion y clase.

ID. ACCESIONES P GH CH DE FF CF PO FO CP DP AH DF LF DC MFsC Rel SS AT
12Cu Hibrido CBCE-054 BG Espafiocla VIR C B NR M R B 107,0 25 158 17,8 2,1 886,3 0,10 114 1,30
5Cu Espafiolaroja(18) C Espafiola VIR RA B NR P R B 100,5 43 14,2 152 1,2 10854 0,10 9,1 1,37
15Cu Cabezona OR Espafiola VIR | B NR P R Ap 148,0 58 176 22,6 2,5 3281,1 0,08 9,3 0,98
16Cu Espafola roja Morada OR Espafiola VIR RA B NR P R B 94,5 3,7 12,7 165 1.3 10149 0,24 8,7 1,80
26Cu Espafiolaroja C Espafiola VIR RA B NR P R B 115,6 3,2 15,6 18,6 1,8 9428 0,13 14,4 1,50
30Cu Espafiola roja pinarefia C Espafiola \Y R B NR P R B 117,0 46 12,0 13 1,6 764,1 0,24 8,7 1,30
33cu Espariola roja un bordel. OR Espafiola VIR Clb B NR P R B 93,2 45 11,0 123 15 627,2 0,21 85 0,95
37Cu Espafiola roja P3R5 BG Espafiola VIR Rp B NR P R B 82,5 42 16,3 156 1,8 6646 0,30 13,4 1,30
63Cu Espafiolaroja OR Espafiola ViR | B NR P R B 122,7 45 13,0 16,8 1,6 1011,2 0,18 8,7 0,97

CLASE | ESPANOLA 1093 44 141 163 1,7 11739 0,20 10,1 1,30

<
Py
o
w

14Cu Pifia blanca OC Pernambuco Vel R Pi VA 1028 18 96 198 11 959,8 0,09 17,8 1,71
60Cu Cubana del Caney OR Pernambuco V R Pi VA 90,5 27 12,0 14,7 1,3 971,8 0,16 16,5 1,20

<
Py
a
w

CLASE I PERNAMBUCO 96,6 22 108 17,2 1,2 965,8 0,12 17,1 1,45

2Cu Champaka BG Cayena ViR C Ci AN PP H A 108,0 52 150 20,0 13 16776 0,11 174 1,52
6Cu Baron de Rothschilt OR Cayena Rz Es Ci AN PP H A 99,5 41 20,6 19,8 2,6 8319 0,27 12,4 1,90
21Cu Cayenalisaserrana C Cayena ViR C Ci AN PP H A 95,7 40 16,5 205 1,8 719,7 0,30 14,8 1,80
24Cu Cayena de Hawaii BG Cayena \Y CcC C AN PP H A 90,0 43 20,0 16,8 1,6 800,4 0,25 12,8 1,70
42Cu Mocaena O Cayena \'% C Ci AN PP H A 97,2 38 123 14,7 2 776,2 0,17 152 2,30

CLASE 1lI CAYENA 98,1 43 16,9 184 19 961,2 0,20 14,5 1,80

ID.- nimero utilizado para la identificacién del material; P- procedencia: BG- banco de germoplasma, Oc- Occidente, C- Centro, Or- Oriente; GH.- grupo horticultural; CH-color de la
hoja: VtR-verde con tintes rojos, V-verde, Vcl- verde claro, Rz- rojiza, C-cayena; DE- distribucion de las espinas: RA- regular alta, |- irregular, R- regular, C1b- con un borde liso, Rp-
regular poca, R- regular, Es- espafiola; FF- forma del fruto,: B-barril, Pi- pirameidal, Ci- cilindrico; CF- color externo del fruto: NR- naranja rojizo, VA- verde amarillo, AN- amarillo
naranja; PO- profundidad de los ojos: M- medianamente profundos, P- proyectados, PP- poco profundos; FO- forma de los ojos: R- rectangulares, Rd- redondeados, H- hexagonales,
B-blanca, Ap- amarilla palida, A- amarilla. DP- diametro de la planta (cm), AH- ancho de la hoja (cm), DF- didametro del fruto (cm), LF- longitud del fruto (cm),DC- didmetro del
corazén(cm), MFsC- masa del fruto sin corona (g), Rel- relacion masa de la corona/masa del fruto con corona, SS- sélidos solubles (°Brix), AT- acidez total (%).
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3.5.1.2. Validacion de la propuesta de coleccion nucleo

- Comprobacion de la seleccién adecuada de las accesiones, con los marcadores
moleculares RAPD y SSR

Los criterios morfoagronémicos y moleculares permitieron agrupar correctamente a las
accesiones de ambas colecciones, estas siguieron una adecuada distribucioén y contaron con la
presencia de mas de una accesion de cada grupo horticultural. Este resultado se corresponde
con los obtenidos por van Hintum et al. (2003), quienes sugirieron que en las colecciones nicleo
se deben incluir todos los grupos de variabilidad, aunque alguno de ellos solo esté integrado por
uno o dos individuos. Una seleccion diferencial, que sea proporcional solo al tamafio del grupo
para tener oportunidad de ser escogido, podria eliminar del nGcleo una parte importante de la
variabilidad, en eso consiste precisamente la seleccién estratificada. Ello permitié realizar la
comprobacion de la seleccion apoyado por el estudio genético con los marcadores RAPD y SSR.

Al analizar el promedio de la distancia genética, en la coleccién base y en la coleccion nucleo, de
los tres grupos horticulturales con los marcadores moleculares RAPD y SSR se pudo apreciar
(Fig. 16), que para RAPD fue igual a 0,96, tanto para la coleccién nucleo como para la coleccién
base, por lo que todo el fondo genético para este marcador estda representado en igual
proporcion entre los grupos horticulturales, no asi con el marcador SSR en el cual se evidencié
una pequefia diferencia entre la CB (0,89) y la CN (0,85). Respecto a la distancia genética de las
clases la constituida por las accesiones del grupo Cayena fue la mas baja con ambos
marcadores (0,93 en RAPD y 0,80 en SSR).

Cayena M Pernambuco lEspaﬁola

CN 0.88
X=0.85 0.86
_CB 092
X=0.89 092
0.93
CN 0.99
X=0.96 0.96
CB 0.99
X=0.96
096 . . . . -
Figura 16. Medias de las distancias genéticas

obtenidas mediante los marcadores moleculares
RAPD y SSR de cada grupo horticultural y por

Distancia genética marcador, en la coleccion base (CB) y la coleccién
nacleo (CN).

SSR

RAPD

En los grupos horticulturales Pernambuco y Espafiola, con el marcador SSR, se observo una
discreta disminucién de la diversidad genética respecto a la colecciébn base. La seleccion
efectuada retuvo gran parte de la diversidad genética de la coleccién detectada por ambos
marcadores, en el grupo horticultural Cayena esta variabilidad se maximiz6. Las distancias
genéticas también han sido utilizadas para validar la seleccién de las colecciones nucleo por
Puldon et al. (2006), Barrios (2010) y Belaj et al. (2012) en O. sativa, Capsicum spp. y Olea
europaea L., respectivamente.
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- Comprobacién de la variabilidad retenida en las accesiones seleccionadas en la
coleccién nucleo para los atributos morfoagronémicos

En la Tabla 22 se muestran los valores de retencion de los caracteres cuantitativos. Donde la
maxima retencién de los rangos en la coleccién ndcleo para la variabilidad agronémica fue
efectiva con un valor promedio general de 87%. Los rangos retenidos por grupo de variabilidad
en el nucleo seleccionado oscilaron entre 58% (clase IlI) y 94% (clase Ill). Este bajo valor
observado en la clase Il se explica porque del grupo horticultural Pernambuco solo se
seleccionaron dos cultivares, parte de la variabilidad agronémica se sacrificé en funcion de la
inclusion de variantes moleculares de los otros dos grupos horticulturales, y de esta forma no
incrementar el tamafio del nlcleo. Porcentajes de retencién bajos también han sido obtenidos
por Barrios et al. (2012) al confeccionar clases con tan solo una o dos accesiones en Capsicum
spp. Esto sugiere que en las clases con menor niumero de accesiones, se debe hacer una
seleccidn mas minuciosa de las accesiones a incluir en el nacleo, para no afectar el rango de
retencion de variabilidad de los caracteres cuantitativos y asi no perder variabilidad

Tabla 22. Coincidencia de retencién de los caracteres cuantitativos mediante el coeficiente Diwan, para las
accesiones de las clases en la coleccion base y las accesiones de la coleccion nucleo.

Rango promedio retenido
en la coleccion nucleo
(Coef. Diwan)

Espaiiola Clase | 0,87
Pernambuco Clase Il 0,58
Cayena Clase Il 0,94
TOTAL 0,87

El comportamiento de los caracteres cualitativos fue muy similar entre la coleccién base y la
coleccién nucleo. La coincidencia entre ambas colecciones fue altamente efectiva (Rs=0,98**)
(significativa al 1% de probabilidad de error). Este resultado indica una correcta representatividad
en la coleccién nlcleo de estos atributos y una retencién casi perfecta de los estados de los
descriptores morfol6gicos (Fig. 17).

En el andlisis de la frecuencia de los estados para los siete caracteres cualitativos mediante la
correlacion de Spearman, en las accesiones de la coleccién base y de la coleccion nucleo de
pifia, solo dos estuvieron ausentes, el amarillo dorado para el color externo del fruto y el amarillo
oro para el color de la pulpa, ambos presentes en el mismo cultivar (MD-2). Este cultivar, a pesar
de tener interés comercial, no se seleccion6 por decision del curador de la coleccion, ya que no
hay seguridad de que realmente esté bien identificado, razén por la cual se incluyé en los
andlisis moleculares en aras de despejar esta duda. Las amplificaciones del ADN con ambos
marcadores, presentaron dificultades, por lo que no se pudo arribar a conclusiones certeras y se
prefirid conservar la decision anterior.

La retencion de la variabilidad ha demostrado la efectividad de la seleccion de las accesiones en
cuanto a los atributos morfolégicos. Valores de retencién superiores a 0,90 también han sido
alcanzados en otras especies por Fundora et al. (2006), de 0,94 en la coleccion nacleo de A.
hypogaea, por Fernandez (2009) en la coleccién de Z. mays (0,95) y por Barrios (2010) en la
coleccién de Capsicum spp. (0,90).

60



Propuesta a Premio Academia de Ciencias de Cuba

o Frecuencia (%) CN  mFrecuencia (%) CB
(Rs=0,980")

del fruto

ojos

de los ojos
3

Color externo del | Profundidad | Forma de los | Color de la pulpa
fruto
1

Forma del
fruto

Figura 17. Frecuencia de cada

50 “ una de los estados de los
caracteres cualitativos

mediante la correlacion de

Spearman en las accesiones

3 - de la coleccion base (CB) vy
coleccién nucleo (CN) de pifia.

Distribucion de
las espinas

Color de las
hojas

En cuanto a la procedencia geografica de la colecciéon nucleo respecto a la coleccion base hay
que resaltar que ambas comprenden todas las regiones del pais (occidente, centro y oriente)
(Fig. 18). Ademas se consideraron las accesiones

conservadas en el banco de germoplasma que han sido . 83

. . , . , Banco de G.
introducidos en el pais. La zona oriental es la mas

representada, con un 14,6%, como se ha podido 1

apreciar en geografica de la coleccién nucleo propuesta, Orlents 146
fue aceptable. Este criterio es muy importante en el 373
establecimiento de las colecciones nucleo, por lo que se 1
coincide con Del Rio y Bamberg (2006); igual prioridad n m CB%
en la seleccion, le confieren Bhattacharjee et al. (2007)

y Zhang et al. (2012), a la representatividad geogréfica 1

para englobar la mayor diversidad genética posible. Occidente h

Los resultados obtenidos en el establecimiento de la
coleccidbn nucleo demostraron que el muestreo
estratificado fue efectivo para la seleccién de la misma.
Este resultado coincide con lo planteado por Malosetti et

(2000), quienes resaltan la importancia de este

a0 %

=
=
=
s
=1
]

Figura 18. Porcentaje segun la
procedencia geografica de la coleccion
base (CB) y coleccién nucleo (CN).
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método de seleccion. Estos autores indicaron que la inclusion de la participacion del mejorador
en el proceso de seleccion hace mas efectivo el método, porque estos profesionales agregan
informacién de valor que complementa al analisis estadistico, lo que incrementa su utilidad en la
coleccidn esta region no se encontré variabilidad genética de interés, solo sobresale el cv. 'Pifa
blanca' (14Cu), del grupo horticultural Pernambuco. Este andlisis permite afirmar que la
representatividad nucleo. La efectividad de este método también ha sido demostrada en otras
especies por Fundora et al. (2006), Castillo et al. (2008), Fernandez (2009) y Barrios (2010) con
excelentes resultados en la creacién de colecciones nucleo para Cuba de mani, papa, maiz y
Capsicum spp., respectivamente.

3.5.2. Crioconservacion del germoplasma

En la Figura 19 se muestra el porcentaje de supervivencia ante la inmersién en nitrégeno liquido.
Como se puede observar los apices del tipo | tuvieron mayor tolerancia (Fig. 19A), con
diferencias significativas con respecto a los apices del tipo Il (Fig. 19B). Ademas soportaron los
niveles de deshidratacién al PVS2 tres veces mas y hasta los 30 min de exposicion.
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Figura 19. Supervivencia del apice ante la inmersion en nitrégeno liquido (A) y posterior a la inmersion en
nitrégeno liquido (B).

Cuando se realiz6 la observacion al microscopio Optico también se evidenciaron diferencias
entre los tipos de apices utilizados. La Figura 20 muestra la seccién longitudinal de los dos tipos
de apices, como se puede observar el apice tipo | (Fig. 20A), consta de tres a cuatro primordios
foliares, que garantizan cierto grado de proteccion al meristemo. En la del &pice tipo Il (Fig. 20B)
estaba compuesto por uno o dos primordios foliares, lo que hace que el meristemo quede
practicamente descubierto, razon por la cual resultaron ser mas susceptibles a los tratamientos
de deshidratacion.

A: apice tipo | con primordios foliares en desarrollo que le sirven deproteccion al meristemo apical
B: apice tipo Il desprovisto de primordios foliares

Figura 20. Vista general del material vegetal utilizado en los experimentos de crioconservacion.

Diversos autores aceptan, que para una crioconservacion exitosa de los apices, éstos deben
consistir en un domo meristematico mas uno o dos primordios foliares con un tamafio de 0,5-2
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mm de longitud, dependiendo de las especies (Panis, 2008). Sin embargo, se recomienda, que
es necesaria una seleccion apropiada del tamafio y el estado de desarrollo del material inicial
como factor esencial para alcanzar altas tasas de recuperacion después del calentamiento (de
los Angeles et al., 2011). Por lo anterior, se seleccionaron los apices de tipo | para continuar en
la estrategia criogénica en los siguientes experimentos.

En contraste con los resultados de tolerancia obtenidos anteriormente solo se observé un 5,3%
de supervivencia para los apices del tipo | cuando a los 25 min se deshidrataron por la solucién
vitrificadora PVS2 y se enfriaron en nitrégeno liquido. Al realizar la evaluacion de la coloracion
del tejido se observé que en la totalidad de los casos si éstos se mantenian verde intenso,
podian recrecer a los 45 dias de evaluacion. Sin embargo, si cambiaban de coloracién verde
hacia amarilla-palida no podian crecer, y por lo tanto morian.

Por otro lado, y para comparar el comportamiento de los apices seleccionados en las Figuras 21
y 22 se muestra la histologia realizada a apices de tipo | sin tratamientos crioprotectores (tiempo
0) antes Fig. 21A y B) y después (Fig. 22A y B) de la inmersiéon en nitrdgeno liquido. Los
explantes estuvieron formados por el domo meristematico o meristemo apical (Fig. 21Ay 22A) y
una zona subapical de células parenquimaticas (Fig. 21B y 22B).

A. primordio foliar (pf), domo meristematico (dm) y zona parenguimatica subapical (zp). B. ampliacion de la zona parenquimatica con
células grandes vacuoladas (v), paredes celulares ligeramente engrosadas (pc) y nicleos mas o menos céntricos (n)

Figura 21. Microfotografias de los apices del brote en la variedad MD2 sin tratamientos crioprotectores,
antes de la inmersién en nitrogeno liquido.

A. Flanco del domo (fd) y primordio foliar (pf). Obsérvese células necro (cn), células mer a con paredes celulares

anor al (cm) y muy y capas de la tdnica multiseriada (ct). B. Zona parenqulmatxca subapical donde se
observan zonas de ruptura celular (zrc) con restos de paredes y contenido nuc 0 disperso. Nétese la presencia de
células parenguimaticas con paredes celulares muy engrosadas y nicleo adosado (cp).

Figura 22. Microfotografia en apices vegetativos de la variedad MD2 sin tratamientos crioprotectores,
después de la inmersién en nitrégeno liquido.

La histologia de los 4pices sin tratamientos crioprotectores antes de la inmersion en nitrégeno
liqguido mostré que las células de la zona subapical o células parenquiméticas (Fig. 22B), se
presentan mas grandes con paredes celulares mas o menos engrosadas, vacuolas mas grandes
en comparacion con la zona meristematica. No existe una clara definicibn en cuanto a la
formacion del meristemo en fila (rib meristem) como se observa claramente en plantas adultas
desarrolladas ex vitro. Por su parte, en la histologia de los 4pices sin tratamientos crioprotectores
después de la inmersién en nitrégeno liquido, se observé que en la zona apical (Fig. 22A) existié
heterogeneidad celular, donde algunas células conservaron sus caracteristicas meristematicas,
en el caso de los estratos celulares correspondiente a las células mas jovenes del domo
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meristematico, se observaron células necroticas, células meristematicas con paredes celulares
anormalmente engrosadas y con pequefias vacuolas o espacios eriplamaticos, ademas las
capas de la tunica se mostraron multiseriadas. Mientras que en la zona parenquimatica
subapical (Fig. 22B), las células estuvieron mas vacuoladas, algunas fueron dafiadas, mostrando
zonas de ruptura celular, con restos de paredes celulares y contenido nucleo plasmatico
disperso. Notese la presencia de células parenquimaticas con paredes celulares muy
engrosadas y ndcleo adosado. Finalmente se observo que existié un nimero de células con el
citoplasma contraido en la pared celular.

Estos resultados son semejantes a los obtenidos por Turner et al. (2001) en meristemos de
Musa spp., donde en los meristematico no enfriados las células mantenian forma mas o menos
regular y no se distinguian vacuolas en su citoplasma. Sin embargo, después de congelar las
muestras por debajo de -30°C, observaron que a medida que las células eran menos
meristematicas existia un incremento en nimero y tamafio de las vacuolas presentes en estas.

Como era esperado para una concentraciéon de sacarosa de 0,3 mol.L?! se alcanzaron los
mejores niveles de supervivencia para los apices posterior a la inmersion en nitrégeno liquido y
al calentamiento (Fig. 23B). Por lo tanto, esta concentracién de sacarosa se seleccioné para
continuar la experimentacion. Los resultados de diferentes grupos de investigacion son variados
en el sentido de estandarizar concentraciones apropiadas de sacarosa durante la crioproteccion.
Para cada material a crioconservar debe encontrarse la concentracion adecuada ya que esta
varia segun la especie o explante (Berjak et al., 2010; Turner et al., 2001).
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Figura 23. Efecto del tiempo de deshidratacion en PVS2 en la supervivencia de los apices (segun el
precultivo en sacarosa).

Cuando se emplea sacarosa se debe determinar la concentracion adecuada que toleran las
células antes de iniciar el proceso de crioconservacion, basado en dos aspectos fundamentales,
la deshidratacion osmética y la toxicidad a las células. Los resultados mas importantes de este
experimento fue la seleccion6 de la concentracién de sacarosa de 0,3 mol.L™* para continuar la
experimentacion.

En la Figura 24 se observo que los niveles de tolerancia a la deshidratacion por la solucion PVS2
se incrementaron notablemente al emplear los tratamientos de la solucién de carga hasta 180
min (Fig. 24A). Por su parte, los niveles de supervivencia a la crioconservacion también se
elevaron hasta un 40%, con diferencias significativas a los 150 min de deshidratacion en PVS2 a
favor de la mezcla crioprotectora de sacarosa 0,4 mol.L? y glicerol 2 mol.L? (Fig. 24B), por lo
gue ésta Ultima sera la solucion de carga que se empleara en los siguientes experimentos. Sin
embargo, se evidencié que no fue posible obtener un incremento en la supervivencia de los
apices aunque se utilice un mayor tiempo de incubacion. Lo anterior coincide con los resultados
publicados con respecto a la utilizacién del tiempo de pre-tratamiento en las concentraciones de
glicerol y sacarosa mediante los procedimientos de vitrificacion (Raven y Havens, 2014;
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Matsumoto et al., 2015). Lo que indica que es el tiempo adecuado para que se activen los
mecanismos necesarios involucrados en la tolerancia de las células a los diferentes momentos
estresantes en una estrategia de crioconservacion.

Cuando se determind el numero total de grupos OH por moléculas de las mezclas utilizadas
(sacarosa +glicerol) para comparar los resultados de supervivencia con diferencias estadisticas
obtenidos en la Figura 24. Para el caso de la mezcla 0,4 mol.L** sacarosa + 2,0 mol.L™? glicerol
rinde 55,40 x 1023 grupos OH total por moléculas mientras que la mezcla 0,75 mol.L! sacarosa
+ 1,0 mol.L* glicerol rinde 54,19 x 1023 grupos OH total por moléculas. De esta forma es
evidente el porqué de las diferencias significativas.
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Figura 24. Efecto del tiempo de deshidratacion en PVS2 en la supervivencia de los apices (segun la
aplicacién de la solucién de carga).

El reordenamiento de los grupos hidroxilo de las moléculas de diferentes azlcares y
polialcoholes constituye un factor importante para una efectiva crioconservacion. En la Figura 25
se muestran los resultados alcanzados al disminuir la temperatura de aplicacion del PVS2. Se
observé un aumento en el tiempo de tolerancia hasta los 480 min (Fig. 25A) y los maximos
valores de supervivencia a la crioconservacion se incrementaron hasta un 45% a los 420 min de
exposicion al PVS2 (Fig. 25B). Por lo tanto, en la continuacion de la estrategia criogénica se
disminuira la temperatura hasta 0°C para aplicar el PVS2.

En la crioconservacion de &pices de brotes de especies tropicales Takagi (2000) mejor6 la
supervivencia de Dioscorea alata a la crioconservacion desde 47% hasta 91% al disminuir la
temperatura desde 25°C hasta 0°C durante la deshidratacion por PVS2). En la actualidad existen
evidencias de estudios de Calorimetria Diferencial de Barrido donde varios autores hipotetizan al
respecto (Gonzéalez y Engelmann, 2015). Los autores plantean que el mecanismo de proteccién
del PVS2 no solo esta relacionado con la no formacién de cristales de hielo, sino que ademas se
basa en la restriccién de la movilidad molecular y la desorganizacién de la estructura de los
cristales de hielo.
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Figura 25. Efecto del tiempo de deshidratacién en PVS2 en la supervivencia de los apices (segun la
temperatura de aplicacion de la solucién vitrificadora).
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En la Figura 26 se observa que existieron claras evidencias estadisticas donde la solucién
vitrificadora PVS2 (Fig. 26A) es menos efectiva que la PVS3 (Fig. 26B) para el caso de los
apices de pifia empleados. Esto se manifiesta en los mayores valores de supervivencia a partir
de los 180 min de aplicadas las soluciones vitrificadoras durante la deshidratacion de los apices.
En el caso, de la supervivencia de los apices crioconservados también los maximos niveles se
alcanzan con la solucion vitrificadora PVS3. Lo anterior pudiera tener su explicacion en que la
solucion PVS2 utiliza al compuesto quimico dimetilsulfoxido que debe ser muy bien investigado
su empleo porque tiene efectos fisiolégicos y mutagénicos negativos para algunos materiales
vegetales. Los resultados negativos de tolerancia coinciden con lo informado para otros sistemas
biolégicos y esté asociado al alto grado de toxicidad del dimetilsulféxido (Raven y Havens, 2014).
En las accesiones, se puede apreciar que el material vegetal mantuvo un porcentaje de
supervivencia entre 6,3 -65%.
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Figura 26. Efecto del tiempo de deshidratacion en la supervivencia de los apices (segun la solucién
vitrificadora empleada).

Con relacion a lo anterior, en la Tabla 23 se puede apreciar la aplicacion de la estrategia
criogénica a nueve accesiones del banco de germoplasma in vitro, donde se pudo comprobar la
respuesta variada de los diferentes genotipos en la supervivencia después de la
crioconservacion. El material vegetal durante el proceso de crioconservacion puede sufrir varios
estreses entre los que se encuentran cambios de pH, cambios mecanicos, deshidratacion (dafios
osmoticos), dafios en la rehidratacion, estrés oxidativo y estrés por bajas temperaturas
(Kaczmarczyk et al., 2012). Los porcentajes de supervivencia alcanzados por los apices de pifia
crioconservados pudrian estar influenciados por alguno de estos estreses.

Tabla 23. Porcentaje de supervivencia de nueve accesiones de pifia al aplicar el procedimiento por
vitrificacion.

Cultivar Supervivencia (%)
No Crioconservar Crioconservado
Cabezona 61,5 279
Espaiiola Roja P3R5 531 20,0
Espafiola Roja del Caney 455 12,1
Cayena lisa Serrana 50,3 253
MD2 80,1 60,2
Cayena de Puerto Rico 80,2 655
Perolera 499 338
Pifia blanca 579 247
Pifiuela Karata 331 6.3

Los resultados antes expuestos donde se ha aplicado la metodologia de vitrificacion (Fig. 27)
para crioconservar el banco de germoplasma ha sido efectiva.
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Figura 27. Protocolo de crioconservacion para apices de pifia mediante un procedimiento de
vitrificacion. Donde, NL: nitrogeno liquido; PVS: del inglés “plant vitrification solution”.

3.5.1. Experimentos con la utilizacién de los biorreguladores en el medio de cultivo in vitro
de los hibridos de pifia.

En este acapite se relacionan un grupo de experimentos que se han puesto en marcha en
funcién de disminuir la pérdida de diversidad genética a la que esta sometida el germoplasma de
pifia en Cuba mediante la propagacion in vitro.

3.5.3.1. Pectimorf® en las fases de multiplicacién y enraizamiento del hibrido de pifia
CBCE-116

En la Tabla 24 se presentan los resultados de los caracteres evaluados en el hibrido CBCE-116,
micropropagado con tres concentraciones de Pectimorf®. Como se puede apreciar los valores del
namero de brotes, el coeficiente de multiplicacion, la altura de las plantas, el nimero de hojas y
la masa fresca producida en los tratamientos con el oligopectato fueron superiores o no
mostraron diferencias significativas respecto al control, no asi para el ancho de las hojas.
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Tabla 24. Resultado de los tratamientos con Pectimorf en la fase de multiplicacion in vitro del hibrido de
pifia CBCE-116.

Tratamientos N Kzﬂzftfilglli?me Qllt;;jlra&?ae gg rr?c(»ejra?s ggcr:]:j:se yraess?:a Masa Seca
de brotes s (9)
cacioén (cm) (cm) (9)
Control 8,50 b 4,13 bcd 3,33bcd 4,25d 0,36ab 044d 0,017 c
A 1225ab 3,88cd 539a 8,25ab 0,39ab 0,59bc 0,019c
T1 B 12,63ab 4,38abcd 2,93d 575c 0,45 a 0,46d 0,019 c
C 1425a 6,38ab 4,00bcd 9,50 a 0,41ab 0,61 abc 0,023 c
A 1425a 4,88abcd 3,98bcd 5,25cd 0,41ab 0,70 a 0,032 abc
T2 B 14,13a 5,88abc 3,99bcd 500cd 0,39ab 0,42d 0,026 bc
C 16,75a 6,13 abc 443 abc 9,13ab 0,34b 0,52cd 0,017c
A 1725a 550abcd 4,49abc 8,38ab 0,39ab 0,63ab 0,027 bc
T3 B 14,88a 6,63a 480ab 9,00ab 0,39ab 0,63ab 0,033abc
C 12,88ab 5,00abcd 3,24cd 500cd 0,39ab 0,62abc 0,022 c
T4 A 875b 3,50d 459ab 8,13b 0,35b 0,65ab 0,042 ab
C 11,75ab 5,13abcd 3,55bcd 8,25ab 0,38ab 0,59bc 0,044a
SX 0,05 0,03 0,10 0,03 0,006 0,01 0,001
CV(%) 15,23 13,70 25,5 13,34 16, 20 19,37 50,41

Medias con letras comunes no difieren estadisticamente para Tukey con p<0.05

Los valores alcanzados en la variable nimero de brotes por planta, 10 de los tratamientos
tuvieron diferencias significativas con valores superiores a los 11 brotes, solo el control (ANA 0,3
mg.Lt + 6BAP 2,1 mg.L?) y el T4A (ANA 0,3 mg.L'+ 6BAP 0,5 mg.L! + Pectimorf 1 mg.L?),
alcanzaron resultados por debajo. Es de destacar que los tratamientos T1 (A, B y C) con
concentraciones de Pectimorf de 1; 5; y 10 mg.L? respectivamente y sin los reguladores del
crecimiento 6BAP y ANA, tuvieron respuesta favorable, donde el T1C difiere significativamente
del control y el resto supera al mismo, esto es un resultado positivo, ya que con solo el
biorregulador se manifiesta un incremento de los brotes, o que garantiza mayor nimero de
individuos.

En el coeficiente de multiplicaciéon el tratamiento T3B (ANA 0,3 mg.L'+ 6BAP 1 mg.L? +
Pectimorf 5 mg.L™*) mostré diferencias respecto al control, con el mayor valor (6,63), se deben
resaltar los tratamientos T1 (A, B y C). Estos resultados corroboran el efecto positivo del
biorregulador en la variable que, al igual que el anterior, es de importancia para la fase de
multiplicacion.

Los resultados alcanzados en el numero de brotes por planta y coeficiente de multiplicacién
fueron similares a los obtenidos por Lara et al (2004) los cuales alcanzaron efecto positivo del
oligopectato sobre la propagacion in vitro de los segmentos de escamas de lirio, donde la dosis
de 10 mg.L? favorecio la regeneracion en plantas, al formar mayor nimero de bulbos y hojas.
Los altos valores en el incremento del niumero de brotes coinciden con los obtenidos por
Izquierdo et al. (1996), quienes lograron incremento del nimero de yemas de ajo al emplear el
biorregulador suplementado con ANA.

En la altura de las plantas, solo el tratamiento T1A (Pectimorf a 1 mg.L™) mostré diferencias
significativas del control, y seis de los restantes tratamientos tuvieron altura superior a los 4,0
cm. En este caso, las variantes con Pectimorf solo en el medio de cultivo se comportaron poco
uniformes donde: T1A con mejor valor (5,39 cm), T1B (solo Pectimorf a 5 mg.L™?) el mas bajo
(2,93 cm) y T3C (Pectimorf a 10 mg.L?) similar al resto (4,0 cm).
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En el nimero de hojas, seis tratamientos superaron al control con valores por encima de las
ocho hojas, y difirieron significativamente del resto de los tratamientos, donde se destaco el T1C
(10 mg.L! Pectimorf). También se pudo apreciar la favorable respuesta de las plantas in vitro en
el medio de cultivo sin los reguladores del crecimiento y con solo Pectimorf a concentraciones de
1y5mg.L? (T1 Ay B) los cuales superaron al control. Sin embargo, en el ancho de las hojas,
ningun tratamiento difirié del control, aunque el T1B (5 mg.L* Pectimorf) presentd el mayor valor
para este caracter (0,45 cm), asi como también las demdas variantes solo con Pectimorf
estuvieron por encima del control.

La masa fresca fue superior al control en diez tratamientos, donde se destaco con 0,7 g el T2A
(ANA 0,3 mg.L+ 6BAP 2,1 mg.L? + Pectimorf 5 mg.L?). En la masa seca los tratamientos T4 A
y B (ANA 0,3 mg.L'*+ 6BAP 0,5 mg.L! + Pectimorf 1 y 5 mg.L?) fueron mayores respecto al
control, no asi para el resto. Solo cuatro tratamientos tuvieron valores por encima de los 0,03 g.
Las variantes sin los reguladores del crecimiento no mostraron diferencias significativas respecto
al control. El incremento de biomasa obtenida se corresponde con la de otros cultivos al utilizar
este bioproducto en arroz, Anturium, mandarina y violeta africana por Gonzalez y Ramirez
(1999); Montes (2002); Hernandez (2003); Suérez y Gonzalez (2004), respectivamente.

Es de resaltar que al utilizar solo Pectimorf a concentraciones de 1; 5y 10 mg.L* (T1 A; By C)
en el medio de cultivo para la fase de multiplicacion las plantas in vitro tuvieron una respuesta
diferencial en casi todas las variables evaluadas, con valores superiores al control. En los
caracteres estudiados el tratamiento T3B (ANA 0,3 mg.L+ 6BAP 1 mg.L?! + Pectimorf 5 mg.L?)
fue el que mejor comportamiento tuvo.

Los resultados aqui expuestos se corresponden con los obtenidos por diferentes autores en
otros cultivos de interés econémico: en tabaco (Nicotiana tabacum L.) Gonzéalez et al. (2002a),
en platano (Musa sp.) Gonzélez et al. (2002b) y en papa (Solanum tuberosum L.) Hidrobo,
(2002), plantearon el efecto positivo del Pectimorf sobre la morfogénesis in vitro con la
sustitucion de reguladores del crecimiento por biorreguladores, como por ejemplo para el nUmero
de brotes y coeficiente de multiplicacion.

El aumento experimentado en las dimensiones de la plantulas y de las hojas, en el nimero de
brotes y el coeficiente de multiplicaciéon, con el empleo del oligopectato como sustituto de
citoquininas, también lo han observado Moré y Gonzalez (2001) quienes plantearon que esto
podria deberse a la movilizacion de las citoquininas enddgenas producidas por el biorregulador.
Por otra parte Gonzalez et al (2002c), informaron que el efecto del Pectimorf puede considerarse
de tipo citoquinina, lo que sugiere su utilidad en la fase de multiplicacién, la cual se caracteriza
por incrementar el nimero de hojas.

Las diferentes concentraciones del Pectimorf provocaron un efecto positivo sobre los caracteres
morfol6gicos del hibrido de pifia. Resultado similar al de Cabrera et al. (2000) quienes obtuvieron
buenos resultados en la fase de multiplicacion en cafia de azlcar al sustituir hasta el 75% de las
concentraciones de 6-BAP por el oligopectato.

En el ACP con los datos de la fase de multiplicacién del hibrido de pifia CBCE-116 (Tabla 25), se
aprecia que las tres componentes principales permitieron extraer el 75,67% de la variabilidad
total. La primera componente extrajo el 35,01%, la segunda componente el 24,8% vy la tercera
componente el 15,78%. Los caracteres que mas aportaron a la variabilidad fueron el nimero de
brotes, el coeficiente de multiplicacion, el nimero y ancho de ancho de las hojas y la altura de la
planta.
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Tabla 25. Resultados del analisis de componentes principales para las variables evaluadas en la fase de
multiplicacion del hibrido de pifia CBCE- 116.

COMPONENTES PRINCIPALES Cl Cll Clil
Valor propio del vector 2,451 1,741 1,105
% de varianza 35,02 24,87 15,78
% de varianza acumulada 35,02 59,89 75,68
Numero de brotes 0,554 0,788 0,038
Coeficiente de multiplicacion 0,425 0,764 0,171
@ Altura de la planta -0,723 0,441 -0,229
2 Namero de hojas 0,721 0510  -0,025
9;:: Ancho hojas 0,394 -0,106 0,763
Masa fresca -0,578 0,222 0,465
Masa seca 0,658 0,145 -0,471

En la representacion gréfica del andlisis de componentes principales efectuado con los
componentes | y Il y los componentes Il y Il respectivamente (Fig. 28.), también se puedo
apreciar que los tratamientos T1B (Pectimorf 5 mg.L?! y sin los reguladores del crecimiento) y
T3B (ANA 0,3 mg.L* + 6BAP 1 mg.L* + Pectimorf 5 mg.L?), mostraron diferencias importantes
con respecto al control sobre todo el T3B que se destaco en todas las variables.
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Figura 28. Representacién grafica del ACP de la fase de multiplicacion del hibrido CBCE-116.

Al considerar de conjunto los resultados del experimento se recomienda
utilizar los tratamientos T1B (Pectimorf 5 mg.L?y sin los reguladores del
crecimiento) y T3B (ANA 0,3 mg.L? + 6BAP 1 mg.L* + Pectimorf 5 mg.L?)
los cuales tuvieron efecto positivo en los indicadores morfofisiol6gicos de
las plantas in vitro lo que permitira ventajas econémicas y quimicas.
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En la Tabla 26 se puede observar los valores superiores o iguales al control que tuvieron los
tratamientos con Pectimorf respecto al control en las diferentes variables estudiadas en la fase
de enraizamiento. Como se puede apreciar excepto en la altura de la planta el control tuvo
valores inferiores a los alcanzados en la mayoria de los tratamientos.

Tabla 26. Resultado de los tratamientos con Pectimorf en la fase de enraizamiento in vitro del hibrido de
pifia CBCE-116.

Alturade Numero Longitud Anchode Numero Longitud Masa Masa
Tratamientos | planta dehojas de hojas hojas deraices deraices fresca seca
(cm) (cm) (cm) (cm) (9) (9)
Control 11,2 ab 16,6 c 9,90 bc 0,74 bc 1,00c 10b 1,70bc 0,16¢c
A 130a 184ab 11,70a 0,88 a 2,20a 17a 3,02a 0,27 a
1 B 102hc 208ab 9,18bcd 068cd 153b  1,7a 1,90bc  0,16c
C 10,1 bcd 22,2a 9,20 bcd 0,74bcd 1,76ab 1,2ab 2,40 abc 0,19 bc
A 116ab 18,8ab 1050ab 0,82 ab 157b 1,3ab 3,26 a 0,22 b
T2 B 92cd 21,0ab 8,60cd 0,65d 153b 17a 1,60 c 0,17c
c 8,1d 194ab 7,60d 0,66 cd 1,00c 10b 200bc 0,17c
SX 0,29 0,068 0,24 0,016 0,07 0,16 0,12 0,006
CV(%) 16,80 9,19 14,94 12,97 30,00 38,00 30,00 20,00

Medias con letras comunes no difieren estadisticamente para Tukey con p<0.05

En la variable altura de las plantas, excepto los tratamientos T1A (1 mg.L* Pectimorf sin 6BAP +
1 mg.LTGAz) y el T2A (1 mg.L ! Pectimorf + 0,5 mg.L* 6BAP y sin GA;) el resto mostré valores
inferiores al control (11,2 cm). Esto demuestra que el Pectimorf, en combinacién con uno de los
reguladores del crecimiento, favorece el crecimiento de las plantas. Iguales tratamientos tuvieron
para la longitud y ancho de las hojas diferencias significativas respecto al control y al resto de los
tratamientos.

Es interesante destacar la influencia del oligopectato en la variable numero de raices, cinco de
los seis tratamientos superaron al control, pero el T1A (1 mg.L*de Pectimorf + 1 mg.L1GAzy sin
6 BAP) fue el Unico que tuvo diferencias significativas respecto al control y al resto de los
tratamientos. Sin embargo, en cuanto a la longitud de las raices hubo uniformidad entre los
tratamientos, solo el control y el tratamiento T2A (0,5 mg.L* 6 BAP + 1 mg.L! Pectimorf y sin
GA:) tuvieron valores inferiores al resto (1,2 cm).

En la masa fresca los tratamientos T1A (1 mg.L* de Pectimorf + 1 mg.L* GAsy sin 6 BAP) y T2A
(0,5 mg.L't 6 BAP + 1 mg.L* Pectimorf y sin GAs) presentaron diferencias significativas, estos
valores casi duplican al mismo y al resto de los tratamientos. En la masa seca solo el tratamiento
T1A volvié a tener diferencias significativas con respecto al control y a los restantes tratamientos,
y al igual que en la masa fresca llegé casi a duplicar sus valores.

Al analizar integralmente las variables evaluadas se destacaron los tratamientos T1A y T2A,
sobretodo el primero. La buena respuesta de las plantas a estos tratamientos garantizg, en gran
medida, su adecuada aclimatizacién y la disminucion de la mortalidad. El efecto positivo obtenido
por el Pectimorf en la fase de enraizamiento también ha sido demostrado en diferentes cultivos
tanto en condiciones in vitro como ex vitro. En la micropropagacion de platano Rodriguez (1999)
y Pinzon (2004) han utilizado el oligopectato solo o combinado con el regulador del crecimiento
tradicional AIA con resultados positivos; asi como en ajo (Allium sativum L.) por lzquierdo et al.
(2002). En la propagacion ex vito han obtenido buenos resultados Ramirez et al. (2002) en
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esquejes de guayaba (P. guajava) y Domini y Benitez (2002) y Vazquez (2004) en plantas de
ficus (Ficus benjamina L.).

La capacidad del Pectimorf para inducir y desarrollar el enraizamiento, estimular el crecimiento
de los callos, catalizar la degradacion celular de los callos cuando se desea obtener
suspensiones celulares e incrementar de forma notable el desarrollo, vigor y los indices de
supervivencia de las plantas in vitro de los diferentes cultivos lo validan segun Hernandez (2003)
y Gonzalez et al. (2004) como una alternativa promisoria en la biotecnologia vegetal cubana.
Esto se pudo apreciar en los resultados de la fase de enraizamiento del hibrido de pifia CBCE-
116, donde exceptuando la altura de la planta, en el resto de las variables los tratamientos
superaron al control.

En la Tabla 27 se muestran los resultados del ACP donde se aprecia que las dos primeras
componentes permitieron explicar el 89,82% de la variabilidad total presente en los tratamientos
estudiados. La componente | extrajo el 67,68% de la variabilidad y la componente dos el 22,14%.
Las variables que mas aportaron a la variabilidad fueron la altura de la planta, la longitud y el
ancho de las hojas y la longitud de las raices.

Tabla 27. Resultados del analisis de componentes principales para las variables evaluadas en la
fase de enraizamiento del hibrido de pifia CBCE- 116.

Componentes principales Cl Cli

Valor propio del vector 4,74 1,55

% de varianza 67,70 22,12

% de varianza acumulada 67,70 89,82
Altura de la planta 0,970 0,016
Numero de hojas -0,777 0,390

& Longitud hojas 0,987 0,049
g Ancho de las hojas 0,931 -0,258
< Numero de raices 0,710 0,623
Longitud raices 0,346 0,912
Masa fresca 0,853 -0,328

En la representacion grafica (Fig. 29) del ACP efectuado con las componentes | y Il, se
corroboran los resultados obtenidos donde el tratamiento T1A (1 mg.L* GAs; + 1 mg.L* Pectimorf
sin 6 BAP) fue el que mostr6 mejores resultados respecto al control y al resto de los
tratamientos.
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e pntl Figura 29. Representacion grafica del ACP de los tratamientos
en la fase de enraizamiento del hibrido CBCE-116.
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Al considerar de conjunto los resultados del experimento se pudo apreciar que
el Pectimorf a una concentracion de 1 mg.L? sin 6 BAP y con 1 mg.L'GAs
(tratamiento T1A) tuvo efecto positivo en los indicadores morfofisiol6gicos de
la fase de enraizamiento in vitro.

3.5.3.1. Utilizacion del Biobras-16 en la fase de multiplicacidon del hibrido
CBCE-74

En la Tabla 28 se muestran los resultados del comportamiento de las variables
estudiadas al aplicar BB-16 en la fase de multiplicacién del hibrido CBCE-74. Como se puede
apreciar excepto el tratamiento T3B y en la variable nimero de brotes la mayoria de los
tratamientos a las concentraciones de BB-16 (0,01 y 0,05 mg.LY) como complemento de los
reguladores ANA y 6BAP, superaron al control.

T1A

Tabla 28. Comportamiento de las variables evaluadas en los tratamientos con BB-16 en la fase de
multiplicacion in vitro del hibrido de pifia CBCE-74.

TRATAMIENTOS N(‘J‘ero = Cf\)/letf:filpel?-te ?alt;L)IIr:n?ae NOEre  AED BE (26 ftﬂeasiz “3”352
rotes L de hojas  hojas (cm)
cacion (cm) (cm) (cm)
CONTROL 12,75 abc 6,13 c¢c 2,349 7,88 de 0,36 bcde 0,44 ef 0,017de
A 16, 50 ab 11,00ab 4,25 cd 12,25a 0,45a 0,45dfe 0,017 de
T1 B 16,75 a 8,88 b 40cd 9,38 bcd 0,41 abc 0,74 bc 0,026 cd
A 14,88 abc 8,88b 3,88cd 9,5abcd 0,45 a 0,38e 0,015e
T2 B 14,38 abc 10,25 ab 2,81fg 7,25 de 0,34 cde 0,97 a 0,05a
A 17,88 a 10,88 ab 4,13cd 9,63 abcd 0,4 abcd 0,47 dfe 0,016 de
T3 B 9,88 ¢c 513c¢ 2,249 6,88 e 0,3e 0,43ef 0,015e
A 15,88 ab 10,13 ab 566b 11,13 abc 0,43 ab 0,61cd 0,019de
T4 B 15,88 ab 9,88b 3,81 cde 8,13de 0,39 abcd 0,57 de 0,034 bc
A 16,00 ab 9,38b 3,44 def 11,5ab 0,39 abcd 0,58 cde 0,022 de
T5 B 14,5 abc 10,75 ab 4,45c 8,5 cde 0,33 de 0,88 ab 0,043 ab
A 11,0 bc 8,88 b 5,74b 9,75 abcd 0,36 bcde 0,95a 0,045a
T6 B 14,38 abc 11,08 ab 6,79a 11,75ab 0,46 a 0,97a 0,048a
Si 0,04 0,03 0,12 0,03 0,006 0,02 0,001
CV (%) 12,56 11,08 31,47 10,76 16,79 36,6 40,09

Medias con letras comunes no difieren estadisticamente para Tukey con p<0.05

En la variable nimero de brotes, los tratamientos no mostraron diferencias significativas del
control. Los tratamientos T3B y T6A fueron los Unicos con diferencias significativas respecto a
otros tratamientos y los que tuvieron valores muy inferiores al resto.

En el coeficiente de multiplicacién seis tratamientos difieren significativamente del control, sus
valores lo llegan casi a duplicar. Las variantes con solo BB-16 en los medios se comportaron por
encima del control, lo que muestra la accién de este analogo de brasinoesteroide como
biorregulador. Estas variables, segun plantean Escalona et al. (1999) son caracteristicas que
nunca se pueden combinar en los procedimientos clasicos del cultivo en medio liquido, en
nuestra variante experimental se obtuvieron excelentes resultados nimero de brotes.

En la altura de la planta, el tratamiento T6B (0,05 mg.L* BB-16) fue el mejor este mostré no solo
diferencias significativas respecto al control sino que también superé al resto de los tratamientos.
Por otra parte es importante resaltar que en este caracter resulta interesante el comportamiento
de las plantas a la aplicacién del BB-16 a 0,01 y 0,05 mg.L?, en ambas tuvieron los mejores
valores de altura. El efecto favorable obtenido con la aplicacion del BB-16 en la fase de
multiplicacion, fue similar a los observados por Soto et al. (1997) en plantulas de cafeto, los
cuales lograron un incremento en su altura, al utilizar dos momentos de aplicacion del
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brasoinoesteroide. También es de destacar que siete tratamientos alcanzaron alturas en las
plantas superiores a los 4,0 cm, resultado que se corresponde con lo informado por Daquinta
(1998) quien plantea que en el cultivo in vitro de pifia las plantas que alcanzan esta alturas son
las aptas para pasar a la fase de enraizamiento.

En el numero de hojas solo cuatro tratamientos tuvieron diferencias significativas respecto al
control. En esta variable se destac6 el T1A (0,3 mg.L* ANA +1 mg.L*6BAP + 0,05 mg.L™* BB-16)
y al igual que en la anterior variable los tratamientos que solo tenian BB-16 mostraron una
respuesta superior al control. En esta fase el nimero de hojas es muy importante ya que permite
la formacién de nuevos brotes, segun Daquinta (1998) por cada hoja generalmente hay una
yema axilar lo que favorece su multiplicacion. Visto de este modo se puede afirmar que para el
caso de la pifia el BB-16 establece un sinergismo con la citoquinina 6BAP, que ha hecho posible
obtener buenos resultados en esta variable y se muestran los mejores valores, con la
concentracion de 0,01 mg.L* del biorregulador.

En el ancho de la hoja, tres tratamientos alcanzaron valores superiores a los 0,45 cm,
destacandose T6B (BB-16 a 0,05 mg.L™!). Como se puede apreciar, al igual que en la variable
anterior, los tratamientos que contenian BB-16 a una concentracién de 0,01 mg.L? presentaron
resultados favorables.

En la masa fresca y seca no todos los tratamientos superaron al control, los mejores
tratamientos fueron T2A, T5By T6 Ay B y de estos sobresalieron los que tenian BB-16 a 0,01 y
0,05 mg.L? y sin reguladores del crecimiento. La estimulacion en el incremento de la biomasa
con el uso de brasinélidos se comport6é de igual forma que en cafeto, donde Soto et al. (1997)
lograron incremento en la masa seca total.

De forma general el tratamiento T6B (0,05 mg.L* BB-16) y sin los reguladores del crecimiento
mostré un efecto positivo en casi todos los indicadores. También en algunas variables
evaluadas, las plantas in vitro de pifia en los medios suplementados con BB-16 a 1 mg.L?
respondieron de forma favorable.

Estos resultados concuerdan con lo informado con Roque (2005) quien planteé que este
comportamiento se debe a la accién biorreguladora de la sustancia bioactiva en los procesos de
divisién celular para la formacion de érganos, al actuar por si sola o sinérgicamente con los
reguladores del crecimiento enddgenos. También podria deberse a la posible accién
estimuladora para su sintesis, al regular a su vez enzimas y proteinas, que estan relacionadas
con la sintesis de reguladores del crecimiento endégenos.

Las diferencias significativas entre los tratamientos podrian estar dadas por los mecanismos de
accion de estos compuestos, los cuales no estan del todo esclarecidos, pero los resultados
obtenidos en diferentes cultivos, han demostrado segun Garcia et al. (2005) un efecto
estimulador de los brasinoesteroides a concentraciones muy bajas.

Los resultados satisfactorios obtenidos en los indicadores morfofisiol6gicos del hibrido de pifia
por las modificaciones en el medio de cultivo de las concentraciones de los reguladores del
crecimiento, concuerdan con los obtenidos en la morfogénesis in vitro de cultivos de interés con
el uso del BB-6 en el platano por Nufiez (1996), en ajo por Izquierdo et al. (1996) y en cafa de
azUcar por Benitez (1998).

En la Tabla 29 se pueden apreciar los resultados del ACP para la fase de multiplicacién con el
uso del BB-16. La variabilidad total se explic6 con 79,22% en dos componentes, la primera
extrajo 45,37% de la variabilidad y la segunda 33,85%. Los caracteres que mas aportaron a la
variabilidad fueron el nimero y ancho de las hojas, el coeficiente de multiplicacién y la masa
fresca y seca.
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Tabla 29. Resultados del analisis de componentes principales para las variables evaluadas en la fase de
multiplicacion del hibrido de pifia CBCE-74.

Componentes principales Cl Cll
Valor propio del vector 4,74 1,55
% de varianza 67,70 22,12
% de varianza acumulada 67,70 89,82

Coeficiente de multiplicacion 0,814 0,188
Numero de brotes 0,722 -0,386

Altura de la planta 0,703 0,446

Numero de hojas 0,867 -0,147

Ancho hojas 0,848 -0,318

Masa fresca 0,152 0,963

Masa seca 0,066 0,967

VARIABLES

En la representacion grafica (Fig. 30.) del ACP efectuado con las componentes | y Il el
tratamiento T6B (BB-16 a 0,05 mg.L) mostré los mejores resultados.
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Componente 1

Figura 30. Representacion gréfica del ACP de los tratamientos de la fase de multiplicacion del hibrido
CBCE-74. ' -

Al considerar de conjunto los resultados del experimento se pudo apreciar que
0,05 mg.L? de BB —16 sin los reguladores del crecimiento (T6B) tuvo efecto
positivo en los indicadores morfofisiol6gicos de la fase de multiplicacion del
hibrido CBCE-74.

3.5.3.2. Biobras-16 en las fases de multiplicacion y enraizamiento del hibrido de pifia
CBCE-74

En la Tabla 30 se puede observar el comportamiento de las variables evaluadas, donde los
tratamientos con el analogo de brasinoesteroide BB-16 en el medio, no superan al control y en
su mayoria difieren por defecto al mismo.
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Tabla 30. Comportamiento de las variables evaluadas en los tratamientos con BB-16 en la fase de
enraizamiento in vitro del hibrido de pifia CBCE-74.

Alturade NUumero Longitud Ancho Nimero Longitud Masa Masa

Tratamientos la planta de hojas c_ie las de hojas Qe de raices fresca seca

(cm) (cm) hojas (cm) (cm) raices (cm) (cm) (cm)

Control 13,08 a 5,05 11,66 a 0,88 a 5a 1,86 a 3,23 a 0,27 a
T A 11,42 b 4,98 9,62 c 0,74 bc 36b 0,88bc 2,7ab 0,19 bc

B 10,52 ¢ 4,67 944c 0,68 c 1d 0,0c 185¢c 0,16 ¢

T2 A 11,96 b 4,87 10,22b 0,82 ab 24c 1,76 bc 3,65a 0,22 b

B 9,96 c 4,67 9,22 ¢ 0,62 c 1d 0,0c 1,51c 0,17 c

Si 0,23 N.S 0,18 0,02 0,11 0,18 0,19 0,008

CV (%) 10,14 7,05 9,33 15,00 34,7 16,91 37,64 21,07

Medias con letras comunes no difieren estadisticamente para Tukey con p<0.05

En las variables altura de la planta, longitud de la hoja, nUmero y longitud de las raices y masa
seca, el control fue el que mostré diferencias significativas con respecto a los tratamientos. Solo
dos tratamientos tuvieron diferencias significativas pero entre tratamiento, no asi con respecto al
control, en las variables ancho de la hoja (T2A) y masa fresca (T1A y T2A). En el nimero de
hojas no hubo diferencias significativas, los valores obtenidos para este caracter fueron similares
muy similares.

Se demuestran los resultados negativos del BB-16 en el hibrido de pifia. Sobre esta tematica se
han formulado y demostrado diversidad de criterios por ejemplo Rodic (1994) asegura que
existen evidencias que los brasinoesteroides si estimulan el crecimiento de raices, sin embargo
reconoce que se han obtenido resultados negativos en posturas de trigo, frijol, maiz y tomate.
Por su parte Nufez (1996) afirma que las respuestas de la formacion de las raices son diversas
y fisiolégicamente diferentes a las de los tallos, por lo que deben ser cuidadosamente
considerados aspectos tales como la formulacion, la aplicacion y el tiempo necesario de
exposicion. Sin embargo, en plantulas de arroz, Garcia et al. (2005) al tratarlas con el
brasinoesteroide MH-5 disminuy6 de forma significativa el nimero de raices, pero en cambio a
las concentraciones estudiadas increment6 la masa seca Yy la longitud del sistema radical.

En la Tabla 31 se muestran los resultados del ACP donde se aprecia que las dos primeras
componentes permitieron explicar el 97,14% de la variabilidad total presente en los tratamientos
estudiados. La componente | extrajo el 82,40% de la variabilidad y la componente dos el 14,14%.
Las variables evaluadas tuvieron una gran contribucién en la primera componente.

Tabla 31. Resultados del analisis de componentes principales para las variables evaluadas en la fase de
enraizamiento del hibrido de pifia CBCE- 74.

Componentes principales Cl Cll
Valor propio del vector 4,94 0,884
% de varianza 82,40 14,74
% de varianza acumulada 82,40 97,14
Altura de la planta 0,981 -0,177
®  Longitud de las hojas 0,878 -0,410
@ Ancho de las hojas 0,964  -0,230
é Numero de hojas 0,864 0,501
< Nomero de raices 0,802 0,595
Longitud de raices 0,945 -0,164
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En la representacion grafica (Fig. 31.) del ACP efectuado con las componentes | y Il se puede
observar que el control fue el que mostré los mejores resultados. .

T o Figura 31. Representacion grafica del ACP de los
: ) T tratamientos de la fase de enraizamiento del hibrido
-1,0 CBCE'74

Componente 1 X

Al considerar en conjunto los

resultados del experimento puede plantearse que BB-16 no tuvo efecto positivo

en los indicadores morfofisioldgicos en la fase de enraizamiento, el control
super6 a los tratamientos.

3.4.4. Respuesta del hibrido CBCE-116 en la fase de aclimatizacién
3.5.4.1. Tipos de sustratos en la fase de aclimatizacién

La fase de aclimatizacion es la etapa de mayores pérdidas en el cultivo de tejido, su éxito
permite la entrega la mayor cantidad de material a los campesinos lo cual permite la
recuperacion de parte de la diversidad. En los resultados que se muestran a continuacion se
logra una alternativa que garantiza mayor supervivencia en esta etapa.

En la Tabla 32 se muestran los resultados del porcentaje de la supervivencia del hibrido CBCE-
116, ante la utilizacion de diferentes sustratos. Los tratamientos Humus de lombriz 100%,
Cachaza 100% y Humus de lombriz 25% + Cachaza 50% + Zeolita 25% tuvieron el 100% de
supervivencia en la primera evaluacion y siete dias después del trasplante, seguido del
tratamiento Cachaza 75% + Zeolita 25% con 98% de supervivencia, estos cuatro tratamientos no
mostraron diferencias significativas. El Unico tratamiento que mantuvo elevado porcentaje de
supervivencia durante el periodo evaluado de la etapa de aclimatizacién fue Cachaza 100% vy el
tratamiento de menor supervivencia Humus de lombriz 25% + Cachaza 50% + Zeolita 25

Tabla 32. Porcentaje de supervivencia de plantas propagadas in vitro del hibrido CBCE-116 dias después
del trasplante en distintos sustratos.

Porcentaje de supervivencia dias después del transplante

7d 21d 35d 49d 63 d 77d 92 d

Tratamientos o pr prR DT DR DT DR DT DR DT DR DT DR

H“m“Sde'OTé’({; 250 100a 2,52 94a 255 84b 2,56 82b 2,57 80c 257 80c 258 76d

Cecha?d ;50 100a 252 94a 253 92a 2,53 90a 253 9a 253 90a 254 88a
0,
Cochaza’s% 251 98a 2,55 86b 255 84b 2,55 84b 255 84b 255 84b 2,55 84b
Cachaza 50%

eolaoy 254 88b 256 82c 258 78c 258 78c 258 78d 258 78d 258 78¢c

Humus de lombriz

25%+Cachaza 2,50 100a 2,56 82c 2,98 30d 298 30d 297 28e 297 28e 297 28e
50%+Zeolita 25%

CV:% 1,06 1,71 6,83 6,76 6,68 6,68 6,62

Error standar 0,01 0,01 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04

Leyenda: DT: Datos transformados, DR: Datos Reales sin transformar
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Como se puede apreciar el porcentaje de supervivencia fue disminuyendo al paso de los dias,
aunque los primeros 35 dias fue la etapa de mayor mortalidad. Este resultado se corresponde
con Martinez et al. (1990) quienes plantearon que la mayor mortalidad de las plantas
procedentes del cultivo in vitro se presenta entre los 14-21 dias posterior a la fecha de
plantacion, con valores muy elevados. En esta etapa las plantas de pifia poseen la cuticula muy
fina, el tejido acuifero formado por una sola capa de células y los tricomas poco desarrollados, lo
que disminuye su adaptabilidad al ambiente, ademéas de proceder de un medio con Optimas
condiciones.

Otro elemento a resaltar es el bajo porcentaje de supervivencia en los tratamientos con humus
de lombriz. Si se tiene en cuenta que el acumulado de las precipitaciones durante el desarrollo
del experimento fue de 685 mm, nos alerta que en periodos lluviosos utilizar este sustrato
organico es riesgoso pues puede influir negativamente en los resultados esperados. El uso de un
sustrato con buenas propiedades fisicas y mantener un régimen de riego adecuado, son
elementos importantes a tener en cuenta en la aclimatizacion de la pifia.

Los resultados obtenidos no se corresponden con los de Barroso (2007) el cual utilizé iguales
sustratos en la aclimatizacion de pifia y obtuvo que los mejores tratamientos fueron los de
Humus de Lombriz 100% y Cachaza 50% + Zeolita 50%, lo que podria estar asociado al
porcentaje de humedad ya que durante el desarrollo de experimento hubo mejor distribucion y
cantidad de precipitaciones.

El tratamiento Humus de lombriz 25% + Cachaza 50% + Zeolita 25% manifesté una disminucion
del porcentaje de supervivencia a partir de los 35 dias por lo que no se incluy6 en la evaluacion
del comportamiento de la parte aérea y sistema radical.

En el primer muestreo se observé que el mayor nimero de hojas correspondio a los tratamientos
Cachaza 75% + Zeolita 25% y el de Cachaza 100% sin diferencias significativas entre si y con
diferencias con la mayoria de los restantes tratamientos. A partir de las precipitaciones ocurridas
después del trasplante (Tabla 33), comenzé a manifestarse la apricion de Spodoptera sp., lo que
ocasiond las pérdidas de gran numero de hojas en los tratamientos. Los tratamientos que
manifestaron mejor comportamiento frente a esta plaga entre los 35 hasta los 77 dias fueron:
Humus de Lombriz 100% y Cachaza 100% (aunque este ultimo no de forma sistematica) con
mayor nimero de hojas y diferencias significativas con los restantes tratamientos.

Tabla 33. Comportamiento del nimero de hojas activas con diferentes tipos de sustratos en plantas in vitro
de pifia hibrido CBCE-116.

NUMERO DE HOJAS ACTIVAS
7d 21d 35d 49d 63d 77d 92d
DT DT DT DT DT DT DT
Humus de lombriz 100% 2,56c 299ab 256a 291a 324a 3,34a 315c
Cachaza 100% 2,75ab 291ab 242b 281b 3,14b 345a 3,71a
Cachaza 75% + Zeolita 25% 2,81 a 289c¢ 212c 255c¢ 285c 3,18b 3,48b

Cachaza 50% + Zeolita50% 2,68 b 3,03a 202c 243d 2,79c 3,11b 3,40b
Ccv 7,04 6,50 13,16 9,92 8,82 6,89 9,16
Error standar 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03

*Medias con letras diferentes en columnas difieren significativamente, p < 0.05.
Leyenda: DT: Datos transformados

TRATAMIENTOS

A los 92 dias, el tratamiento Cachaza 100% alcanz6 el mayor numero de hojas, lo que
demuestra que en tiempos lluviosos este sustrato influye positivamente en mantener un equilibrio
hidrico adecuado en la planta al permitir un buen drenaje, no ocurriendo de igual manera con el
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tratamiento Humus de Lombriz 100% que al existir un incremento en las precipitaciones a los 84
dias (Tabla 33) se vio afectado esta variable.

En cuanto a la hoja D a los 92 dias el Unico tratamiento que difirié de forma significativa de los
restantes fue Cachaza 100%. Este mostr6 los mayores valores de las variables evaluadas (Tabla
34). Al comparar los resultados con los obtenidos por Barroso, (2007), con iguales tratamientos e
hibrido fueron estos fueron superiores, cuya autor obtuvo 7,14 a 9,86 cm de longitud de la hoja,
0,84 y 1,02 cm de diametro del tallo, lo que denota la posible influencia de las precipitaciones.
También se diferencian de los resultados obtenidos por Villa (2001) al evaluar plantas in vitro del
cv. Cayena lisa quienes no obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 34. Variables evaluadas del hibrido CBCE-116 a los 92 dias en la fase de aclimatizaciéon en
diferentes tipos de sustratos.

Hoja D Diametro Masa (g)
TRATAMIENTOS Longitud Ancho deltallo
(cm) (cm) (cm) Fresca Seca

Humus de lombriz 100% 13,98 d 22b 1,10 b 11,27¢c 0,88 c
Cachaza 100 % 27,62 a 25a 1,38 a 25,83 a 2,61a
Cachaza 75 % + Zeolita25% 20,1 b 22b 1,22b 16,29 b 1,33b
Cachaza 50 % + Zeolita 50 % 16,79 c 2,3b 1,18b 15,14 bc 131b
CV:% 18,5 10,8 14,00 17,4 14,4
Error standar 0,88 0,039 0,03 1,01 0,10
*Medias con letras diferentes difieren significativamente, p < 0.05.

En el sistema radical (Tabla 35) los mayores valores del largo maximo y medio, nimero de
raices y masa seca Yy fresca, con diferencias significativas del resto de los tratamientos, fue
Cachaza 100%, aunque en el largo maximo y medio de la raiz. Cachaza 75%+ Zeolita 25% no
mostré diferencias significativas de Cachaza 100%. Estos resultados pueden ser explicado
mediante lo planteado por Hepton (2002) el cual plantea que el drenaje y la eliminacion del agua
son necesarios para el crecimiento de la pifia, ya que el sistema radical es intolerante a los
suelos mal aireados, y que los suelos ideales deben tener alto contenido de materia organica
con excelente drenaje interno y alto contenido de aire para proveer cantidades 6ptimas de agua,
nutrientes y oxigeno a las raices de las plantas. La baja permeabilidad y escasa aireacion de los
sustratos organicos para el crecimiento del sistema radical segun Ortiz et al. (1998), son
caracteristicas indeseables, que contribuyen a incrementar el porcentaje de mortalidad.

Tabla 35. Comportamiento las variables evaluadas a los 92 dias en la fase de aclimatizacion de plantas in
vitro de pifia hibrido CBCE-116 en diferentes tipos de sustratos.

TRATAMIENTOS _Longitud (cm) MUTETS Masa (9)

Maxima Media raices Fresca Seca
Humus de lombriz 100% 13,19 c 6,04 c 12,2c¢c 0,62 c 0,07 b
Cachaza 100% 16,57 a 8,76 a 18,7 a 2,30 a 0,32 a
Cachaza 75% + Zeolita 25% 15,99 a 7,91ab 149b 152b 0,09b
Cachaza 50% + Zeolita 50% 14,55 b 7,2 abc 14,3 b 151b 0,11b
CV:% 21,9 21,7 16,8 17,7 15,2

Error Estandar 0,52 0,25 0,12 0,11 0,018

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, p < 0.05.
4.3. Determinacion de la normay momento de riego en la fase de aclimatizacién

A. Sustrato: Humus de lombriz 100%

En la Tabla 36 se muestran los resultados del porcentaje de supervivencia de las plantas con las
diferentes normas y momentos de riego. Como se puede apreciar excepto T2, T3, T4 los
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tratamientos tuvieron porcentajes de supervivencia elevados. Sin embargo a medida que
pasaron los dias solo los tratamientos T1 y T6 mantuvieron elevados porcentajes de
supervivencia por encima de 98%.

Tabla 36. Comportamiento del porcentaje de supervivencia con la interaccién entre diferentes normas y
dos momentos de riego en plantas in vitro de pifia hibrido CBCE-116.

Dias
TRATAMIENTOS
15 30 45 60 75 90
T1 15mLmd 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a
T2 15 mL mda 940D 86,0d 86,0d 80,0e 780e 780¢e

T3 10mLm+5mLtd 80,0c 76,0e 76,0e 76,0f 74,0f 740f
T4 10mLm+5mLtda 78,0d 76,0e 760e 70,0g 70,0g 680¢g
T5 5mLm+10mLtd 96,0ab 94,0bc 94,0bc 920c 92,0b 90,0 hbc
T6 5mLm+10mLtda 98,0a 98,0a 96,0ab 96,0ab 98,0a 98,0a
T7 20mL md 96,0ab 92,0c 92,0c 90,0d 90,0bc 90,0 bc
T8 20 mL mda 100,0a 98,0a 980a 920cd 920b 920b
T9 10mLm+10mLtd 98,0a 96,0ab 94,0bc 90,0d 90,0bc 90,0 bc
T10 10mLm+10mLtda 98,0a 98,0a 98,0a 980a 88,0cd 88,0cd
T11 15mLm+5mLtd 100,0a 100,0a 100,0a 94,0bc 90,0bc 86,0d
T12 15mLm+5mLtda 100,0a 100,0a 100,0a 96,0ab 92,0b 90,0 bc
T13 5mL m+ 15mL td 100,0a 98,0a 980a 940bc 74,0f 74,0f
T14 5mLm+15mLtda 100,0a 98,0a 980a 940bc 74,0f 74,0 f
CV:% 4,47 6,18 6,32 6,96 7,82 7,82
Error Estandar 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, p < 0.05.
Leyenda: md (mafiana diario), mda (mafiana dias alternos), td (tarde diario), tda (tarde dias
alternos)

Los valores de supervivencia superiores a 90% también son buenos, autores como Agramonte et
al. (1998) y Yokota et al. (2007) consideran estos valores elevados en esta etapa tan compleja.
Los tratamientos T3 y T4 fueron los mas afectados por Spodoptera sp desde las primeras
evaluaciones, sin embargo los tratamientos T13 y T14 tuvieron buen comportamiento hasta los
60 dias, a partir de esa fecha también se afectaron.

En general se observd que la norma de 15 mL tanto en T1 como la fraccionada T6 mostré
mejores respuestas. Estos resultados no se corresponden con los alcanzados por Bauta (2004)
que al evaluar los efectos de diferentes normas de riego en plantas in vitro de banano (Musa
spp. cv. FHIA-18) obtuvo el mejor porcentaje de supervivencia al aplicar como norma de riego 20
mL fraccionada (10 mL por la mafiana + 10 mL por la tarde).

Cuando las plantas in vitro son trasladadas de condiciones in vitro a ex vitro, aunque estas
dltimas estén controladas, este cambio les provoca una rapida pérdida de agua que afecta su
contenido hidrico y con ello otros mecanismos bioquimicos y fisiolégicos que inciden
directamente en el crecimiento y desarrollo de las mismas. Esta pérdida puede ser a través de
los estomas o por la cuticula. Mas del 95% de las pérdidas de agua que ocurren en las plantulas,
solo en la primera hora de su salida al exterior, es mediante la via cuticular, desbalance hidrico
que provoca la muerte prematura de las mismas (Preece y Sutter, 1991).

En cuanto al nUmero de hojas activas (Tabla 37), a partir de los 45 dias el momento de riego
alterno en la mayoria de los tratamientos fue el mejor, independientemente de las normas
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evaluadas, y que estas fueran Unicas o fraccionadas, aspecto que se mantuvo hasta los 90 dias
en que presentd diferencias significativas con los tratamientos con riegos diarios., 1o que
concuerda con la poca exigencias al agua de este cultivo segun Pefa y Rodriguez (1999), por
sus caracteristicas de tener hojas con formas acanaladas, que incrementa su rigidez en relacion
con otras plantas con el mismo espesor. Esto le permite segun Py (1969) y Mederos (1988),
aprovechar las pequefas cantidades de agua provenientes de lloviznas o del propio rocio, pues
esta se desplaza hasta ponerse en contacto con las raices situadas en las axilas de las hojas
viejas y las ubicadas en el suelo.

Tabla 37. Comportamiento del nimero de hojas activas al aplicar diferentes normas y momentos de riego
en plantas in vitro de pifia hibrido CBCE-116.

Dias
TRATAMIENTOS
15 30 45 60 75 90
T1 15mLmd 433ns 308bc 494ab 51b 524b 5,49b
T2 15 mL mda 455ns 4,42a 583a 602a 6,62a 7,12a
T3 10mLm+5mLtd 408n.s 3,79abc 351lc 4,12bc 553b 594b
T4 10mLm+5mL tda 427ns 4,04a 549a 583a 6,29a 6,87a
T5 SmLm+10mL td 452ns 30lbc 4,01lb 48lbc 508b 553b
T6 5mLm+ 10 mL tda 4,71ns 4,05a 554a 6,03a 652a 7,0la
T7 20mLmd 462ns 4,03a 423bc 503b 553b 593b
T8 20 mL mda 444ns 4,04a 564a 6,17a 657a 7,92a

T9 10mLm+10mLtd 407ns 294c 344c 4,14bc 434c 4,60c
T10 10mLm+10mLtda 448ns 4,08a 513a 557ab 6,0la 6,47 ab

T11 15mLm+5mLtd 435ns 3,78abc 4,36bc 562ab 582b 598b
T12 15mL m + 5 mL tda 441 ns 4,09a 5,25a 5,72ab 6,18a 7,94a
T13 5mLm+15mLtd 468n.s 3,78abc 4,23bc 548b 593b 6,06b
T14 5mL m + 15 mL tda 496ns 4,64a 599a 6,79a 7,52a 7,99a
CV:% 9,41 13,3 13,4 10,5 7,50 8,79

Error Estandar 0,07 0,15 0,15 0,10 0,06 0,08

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05.
Leyenda: md (mafiana diario), mda (mafana dias alternos), td (tarde diario), tda (tarde dias alternos)

El menor nimero de hojas activas fue el tratamiento T9, sin diferencias significativas con algunos
tratamientos en los muestreos realizados a los 30, 45 y 60 dias en la norma diaria, pero a partir
de los 75 dias, mostré diferencias significativas con los restantes tratamientos en estudio. Estos
resultados se corresponden con los de Bauta (2004) quien al evaluar diferentes normas de riego
en plantas in vitro de banano (Musa spp cv. FHIA — 18) obtuvo la mejor respuesta en el nimero
de hojas al aplicar 20 mL de riego fraccionado (10 mL por la mafiana + 10 mL por la tarde).

En la Tabla 38 se muestran los resultados de las variables evaluadas en la hoja. Como se puede
apreciar los mejores tratamientos para la longitud de la hoja D fueron la mayoria de los
tratamientos con riego en dias alternos, a excepcion de los tratamientos T5 y T6 con la norma de
15 mL que no difirieron entre si; y el tratamiento T9 fue el de menor valor. No se observé
respuesta en los tratamientos con respecto el ancho de esta hoja. Los mejores valores en la
masa de la hoja D en su mayoria se corresponden con los de las hojas de mayor longitud.
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Tabla 38. Variables evaluadas a los 90 dias en la fase de aclimatizacién de las plantas in vitro de pifia
hibrido CBCE-116 en diferentes normas y dos momentos de riego

Hoja D Diametro Masa (9)
TRATAMIENTOS Longitud Ancho Masa deltallo Fresca  Seca
(cm) (cm) ()] (cm)

T1 15mLmd 1121c  2,60n.s 0,99bc 1,23bc  9,43¢c 0,84 c
T2  15mLmda 13,85a 254ns 1,84a 1,32abc 14,85a 1,26a
T3 10mLm+5mLtd 11,33bc 2,23ns 1,01b 1,14c 9,41 ¢ 0,95 ¢
T4 10mLm+5mLtda 1411a 2,38ns 194a 146a 14,34a 1,38a
T5 5mLm+10mLtd 13,02ab 2,32n.s 1,26ab 1,27abc 12,75b 1,13b
T6 5mL m + 10 mL tda 14,27 a 235ns 198a 1,32abc 12,27b 1,13 b
77 20mL md 11,44b 2,20n.s 1,03b 1,24abc 941c 0,89 ¢
T8 20 mL mda 13,97 a 266ns 1,71a 1,34abc 11,93b 1,07 b

9 10 mL m + 10 mL td 10,73d 2,10n.s 0,17c 1,39ab 7,44d 0,73d
T10 10mLm+10mLtda 11,77b 2,37n.s 1,08ab 1,27abc 12,31b 1,12b

T11 15mLm+5mLtd 1257b 2,33n.s 1,18ab 1,27abc 5,35e 1,14 b
T12 15mL m+5mL tda 14,88 a 2,35ns 199a 1,25abc 10,57c 0,90 c
T3 5mLm+15mLtd 12,02b 2,34ns 1,06b 1,17bc  10,31c 1,02b
T14 5mLm+15mL tda 15,02 a 245ns 197a 1,26abc 16,33 a 0,92 c
CV:% 11,28 9,94 12,00 11,90 16,27 16,90
Error Estandar 1,88 0,05 0,06 0,02 0,96 0,07

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05.
Leyenda: md (mafiana diario), mda (mafana dias alternos), td (tarde diario), tda (tarde dias alternos)

En el diametro del tallo practicamente no se observd diferencias significativas entre los
tratamientos. El Unico tratamiento que difirié significativamente en los momentos de riego fue el
T4. Estos resultados son similares a los obtenidos por Bauta (2004) quien al evaluar diferentes
normas de riego en plantas in vitro de banano (Musa spp cv. FHIA — 18) obtuvo la mejor
respuesta al aplicar 20 mL de norma de riego fraccionada (10 mL por la mafana + 10 mL por la
tarde).

Los tratamientos con mayores valores de la masa seca y fresca de las hojas fueron T2, T4 y
T14;y T2 y T4, respectivamente, con diferencias significativas con sus homologos diarios. Es de
destacar que, en los restantes tratamientos, la mayoria mostraron entre los momentos alternos
diferencias significativas respecto a sus riegos diarios.

En la Tabla 39 se muestran los resultados de las variables evaluadas del sistema radical. Como
se puede observar para la longitud maxima y media de las raices la mayoria de los tratamientos
con riegos en dias alternos tuvieron los mejores valores, a excepcién del T8 en la longitud
maxima. En cuanto al nUmero de raices no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Bauta (2004) quien al evaluar
diferentes normas de riego en plantas in vitro de banano (Musa spp. cv. FHIA — 18) en la fase de
aclimatizacion, la mejor respuesta en cuanto el largo medio y numero de raices, obtuvo
diferencias significativas al resto de los tratamientos cuando aplicod la norma de 20 mL
fraccionada (10 mL por la mafiana + 10 mL por la tarde). Si se tiene en cuenta segun Pérez
(1998) el sistema radical de las plantas in vitro en los primeros 15 dias posteriores al trasplante,
no se encuentran suficientemente desarrollada como para garantizar su normal funcionamiento,
ya que no presenta pelos radicales, dan respuesta a los resultados obtenidos.

Tabla 39. Comportamiento de las variables del sistema radical evaluadas con diferentes normas y dos
momentos de riego en plantas in vitro de pifia hibrido CBCE-116 a los 90 dias en la fase de aclimatizacién.
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Longitud (cm) ’ Masa ()
TRATAMIENTOS e
raices Fresca Seca
(cm) (cm)
Tl 15mL md 12,84b 4,33b 10,1 n.s 0,31b 0,08 b
T2 15 mL mda 1498a 6,27a 10,7 n.s 0,46 a 0,10 a

T3 10mLm+5mLtd 1262b 4,00c 109ns 0,25c 0,09 ab
T4 10mLm+5mLtda 13,26a 6,36a 11,4ns 051la 0,10 a

T5 5mLm+10mLtd 10,46 ¢ 4,83b 10,5n.s 0,35ab 0,08 b
T6 5mLm+10mLtda 13,25a 595a 10,0ns 04la 0,09 ab
T7 20 mLmd 10,17¢ 4,32b 10,5n.s 0,23c 0,08 b
T8 20 mL mda 12,67b 573a 10,4n.s 0,35ab 0,08 b
T9 10mLm+10mLtd 10,62c 4,06c 10,4n.s 0,27 ab 0,08 b
T10 10mLm+10mLtda 13,12a 5,77a 11,3ns 0,39a 0,09 ab
T11 15mLm+5mLtd 11,67b 454b 122ns 0,34 ab 0,07c
T12 15mLm+5mLtda 1365a 5,17a 10,6ns 040a 0,11a
T13 5mLm+15mLtd 11,24b 4,79b 10,1n.s 0,33 ab 0,10 a
T14 5mLm+15mLtda 13,10a 5,20a 109n.s 0,31ab 0,09 ab
CV:% 18,13 12,71 9,22 16,56 19,94

Error Estandar 1,93 1,24 0,08 0,01 0,03

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05.
Leyenda: md (mafiana diario), mda (mafiana dias alternos), td (tarde diario), tda (tarde dias
alternos)

En la masa fresca de las raices las normas de 20 mL fraccionadas no presentaron diferencias
significativas entre los dos momentos de riego. Las normas de riego de 15 mL difirieron entre los
momentos, con mejores respuestas en los dias alternos, a excepcion de la norma del T5 que no
difirieron entre si. Los menores valores de masa fresca, se obtuvieron en la mayoria de los
tratamientos T7 y T3 con aplicacion del riego diario. En la masa seca, las respuestas a los
momentos no son muy marcadas sino que depende de las normas, donde los tratamientos T12 y
T13 fueron los de mayores valores con diferencias significativas del resto. Durante el desarrollo
del experimento no pudo manifestarse lo planteado por Pérez (1998) sobre la resistencia de la
planta de pifia a la falta de humedad y el déficit hidrico prolongado sobre el desarrollo de la
planta, ya que las normas evaluadas cubrian las necesidades de agua de la planta. De manera
inversa, los excesos de agua tienen resultados negativos en el cultivo, pues las raices son muy
sensibles a la asfixia por falta de agua, los momentos de riego mas adecuados en general se
manifestaron con los riegos alternos, corroborando los aspectos planteados en los dos
experimentos de sustratos.

B. Sustrato: Cachaza 100%

En la Tabla 40 se muestran los resultados del porcentaje de supervivencia de las plantas con las
diferentes normas y momentos de riego. Como se puede apreciar los tratamientos, excepto el
tratamiento T11 y T12, tuvieron valores superiores al 98% altamente significativos a los 15 dias
de plantadas las vitroplantas. Sin embargo a los 90 dias los tratamientos T5, T6, T7, T8 y T9
fueron los que mostraron diferencias significativas respecto al resto, con valores superiores al
98%. Los resultados obtenidos demuestran que el uso de Cachaza 100% con esas normas de
riego fue superior a las alcanzadas con el sustrato anterior (Humus de lombriz 100%)
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Tabla 40. Comportamiento del porcentaje de supervivencia con la interaccion entre diferentes normas y
dos momentos de riego en plantas in vitro de pifia hibrido CBCE-116.

Dias
TRATAMIENTOS
15 30 45 60 75 90
T1 15mLmd 100,0a 94,0bc 90,0c 90,0 bc 90,0 bc 90,0 bc
T2 15mL mda 100,0a 92,0cd 80,0e 80,0 e 80,0e 800e

T3 10mLm+5mLtd 100,0a 80,0e 80,0e 80,0 e 80,0e 800e
T4 10mLm+5mLtda 100,0a 96,0b 94,0b 92,0b 920b 920b

T5 5mLm+10mL td 100,0a 100,0a 98,0a 98,0 a 98,0a 980a
T6 5mLm+10mLtda 100,0a 980a 98,0a 98,0 a 980a 980a

T7 20 mL md 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a
T8 20 mL mda 98,0a 980a 98,0a 98,0 a 980a 980a

T9 10mLm+10mLtd 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a
T10 10mLm+10mLtda 100,0a 96,0b 880cd 880cd 88,0cd 88,0cd

T11 15mLm+5mLtd 96,0b 94,0bc 92,0bc 92,0b 92,0b 92,0b
T12 15mLm+5mLtda 94,0c 940bc 92,0bc 92,0b 92,0b 92,0b

T13 5mLm+15mLtd 100,0a 100,0a 92,0bc 92,0b 920b 92,0b
T14 5mLm+15mLtda 100,0a 100,0a 92,0bc 92,0b 92,0b 92,0b

CV:% 4,47 5,18 5,32 5,96 6,82 6,82
Error Estandar 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, p < 0.05.
Leyenda: md (mafiana diario), mda (mafiana dias alternos), td (tarde diario), tda (tarde dias
alternos)

La aclimatizacién gradual, de acuerdo con Pospisilova et al. (1999), es un procedimiento que
permite que una planta micropropagada tenga altos porcentajes de sobrevivencia en la etapa ex
vitro, y es donde se corrigen las "anormalidades"”, tales como la produccién insuficiente de cera
cuticular, la presencia de estomas dafiados, pobre actividad fotosintética, pobre conexion
vascular y deshidratacion e infeccion por agentes patégenos

En cuanto a la parte aérea (Tabla 41) el nimero de hojas activas fue significativamente mejor en
los tratamientos con riegos alternos, independientemente de la norma de riego, desde los 15
dias hasta los 90. Estos resultados pueden ser debido a los cambios que sufren estas plantas al
pasar de la fase in vitro a la ex vitro. Las cuales, los primeros 15 dias después del trasplante adn
se encuentran en la fase de reorganizacioén fisiolégica, y a medida que van creando su propio
sistema radical, dan respuestas satisfactorias 0 no a sus nuevas necesidades fisioldgicas.
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Tabla 41. Comportamiento del nUmero de hojas activas al aplicar diferentes normas y momentos de riego
en plantas in vitro de pifia hibrido CBCE-116.

Dias
TRATAMIENTOS 15 30 45 50 75 90
T1 15mL md 451b 5,98hb 6,04b 6,69b 7,34b 8,79 b
T2 15 mL mda 5,96 a 6,42 a 6,83a 7,22a 8,62a 9,02 a
T3 10mLm+5mL td 494 Db 493 b 511b 592b 6,53¢c 7,94 b
T4 10mL m +5mL tda 5,46 a 6,94 a 741a 883a 929a 10,77a
T5 5mLm+10mLtd 431b 501b 531b 581b 6,28c 7,73 b
T6 5mLm+ 10 mL tda 5,56 a 6,05 a 754a 803a 952a 9,92 a
T7 20mL md 453b 5,03b 6,53b 6,93b 853b 8,93 b
T8 20 mL mda 5,69 a 6,14 a 764a 807a 957a 10,02a

T9 10mLm+10mLtd 4,15b 564 b 6,14b 6,64b 7,14b 8,64Db
T10 10mLm+10mLtda 5,25a 6,68 a 713a 857a 9,0la 10,47a

T11 15mLm+5mLtd 4,01b 4,98 b 5,16 b 6,62b 7,12b 8,58b
T12 15mLm +5mLtda 532 a 6,79 a 725a 8,72a 9,18a 10,64a
T13 5mLm+15mLtd 411b 4,98 b 503b 6,48b 7,93b 8,36b
T14 5mL m + 15 mL tda 5,36 a 6,84 a 730a 8,73a 9,22a 10,69a
CV:% 7,36 7,67 7,79 7,89 7,98 8,19
Error Estandar 0,06 0,05 0,05 0,05 0,06 0,08

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05.
Leyenda: md (mafiana diario), mda (mafana dias alternos), td (tarde diario), tda (tarde dias alternos)

En la Tabla 42 se muestran los resultados de las variables de la hoja evaluadas. Como se puede
apreciar los mejores tratamientos fueron T4 y T6 con la norma de 15 mL. El comportamiento del
resto de los tratamientos fue inferior en la mayoria de los casos.

Tabla 42. Variables evaluadas a los 90 dias en la fase de aclimatizacién de las plantas in vitro de pifia
hibrido CBCE-116 en diferentes nhormas y dos momentos de riego

Hoja D Diametro Masa (9)
TRATAMIENTOS Longitud Ancho Masa deltallo Fresca Seca
(cm) (cm) (9) (cm)

T1 15 mL md 18,2 bc 2,38bc 2,07bc 1,58a 20,68 bcde 2,01 ab
T2 15 mL mda 16,52 ¢ 228¢c 2,69ab 140abc 18,36cde 1,85b
T3 1I0mLm+5mLtd 17,25bc 2,34bc 1,62c 1,34 Dbc 16,33 e 0,16 d
T4 10 mL m + 5 mL tda 2240a 2,80a 2,74a 1,5lab 25,44 ab 2,15a
T5 5mLm+10mLtd 19,35b 247b 2,16b 145abc 2155abc 1,95b
T6 5mL m+ 10 mL tda 2350a 2,62ab 280a 1,57a 27,15 a 2,21a
T7 20 mL md 19,8 b 246b 227b 151ab 23,5 abc 2,24 a
T8 20 mL mda 20,11ab 2,63a 2,69ab 1,45abc 22,8abcd 2,07 ab

T9 10mLm+10mL td 17,01 c 1,27d 183c¢c 1,31c 17,7 de 1,78 b
T1I0 10mLm+10mLtda 1831bc 2,75a 2,90a 1,34bc 18,9 cde 1,76 b

T11 15mLm+5mLtd 1951b 2,37bc 22b 1,42 abc 20,99 bcde 2,01 ab
T12 15mLm +5mL tda 228 a 256ab 2,49b 14labc 23,37abc 2,16a
T13 5mLm+15mLtd 17,14 c 232bc 161c 1,30c 169 e 1,50 ¢
T14 5 mL m + 15 mL tda 21,10ab 2,70a 2,60ab 1,48 ab 24,9 ab 2,12 a
CV:% 9,93 6,95 17,29 8,54 17,09 16,31
Error Estandar 0,74 0,07 0,13 0,01 0,96 0,07

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05.

85



Propuesta a Premio Academia de Ciencias de Cuba

Leyenda: md (mafiana diario), mda (mafana dias alternos), td (tarde diario), tda (tarde dias alternos)

En cuanto a la longitud de la hoja D los tratamientos que presentaron mejores respuestas fueron
los momentos de riego alternos con la norma de 15 mL (T4 y T6) y con la norma de 20 mL (T12).
Los mejores resultados en el ancho de la hoja D en la mayoria de los tratamientos
correspondieron a los riegos alternos, aunque sin diferencias significativas con los riegos diarios.
Los tratamientos con la norma Unica de 15 mL dias alternos y diarios no presentaron diferencias
significativas entre si.

Los mejores tratamientos para la masa de la hoja D fueron en su gran mayoria con los
momentos de riego alternos independientemente de su norma de riego. Solamente no difirieron
entre si las normas uUnicas y las normas de 15 mL por la mafiana + 5 mL por la tarde. En el
didmetro del tallo practicamente no se manifest6 diferencias entre los momentos, a excepcion de
los tratamientos T1y T6 en los que se observd mejor respuesta en los riegos alternos.

La masa fresca de las hojas mostré pocas diferencias significativas entre los momentos vy el
mejor tratamiento de la norma fue el T6. Este tratamiento no tuvo diferencias significativas con
su homologo diario. En cuanto la variable masa seca de las hojas, las normas Unicas de 15y 20
mL no presentaron diferencias entre los momentos. Las normas de 15 mL fraccionadas
presentaron diferencias significativas entre si en los momentos. La norma de 20 mL fraccionada
solo presentd diferencias entre los momentos la de 5 mL por la mafiana + 15 mL por la tarde,
con la mejor respuesta en el riego alterno.

En la Tabla 43 se muestran los resultados de las variables evaluadas del sistema radical. Como
se puede observar la mayoria de los tratamientos tuvieron valores inferiores a los mejores
tratamientos por variable.

Tabla 43. Comportamiento de las variables del sistema radical evaluadas con diferentes normas y dos
momentos de riego en plantas in vitro de pifia hibrido CBCE-116 a los 90 dias en la fase de aclimatizacién.

Longitud (cm) N Masa ()
TRATAMIENTOS Maxima  Minima  ooor0
raices Fresca Seca
(cm) (cm)
T1 15mL md 18,2defg 8,47cde 15,5cdef 1,54ab 0,28a
T2 15mL mda 16,52 g 6,4 de 18,4 ef 1,33ab 0,24 ab
T3 10mLm+5mLtd 17,25efg 5,88cde 17,7f 1,19 bc 0,27 ab

T4 10mLm+5mLtda 22,4 abc 6,15 a 20,9 ab 2,49 a 0,32 a
T5 5mLm+10mLtd 19,35defg 5,82bcde 20,8abc 1,66ab 0,24 ab

T6 5mLm+10mLtda 23,5a 5,88 bcd 225a 2,71 a 0,30 a
T7 20mL md 19,8 bcdef 6,50 bcde 19,3 bcd 1,16 bc 0,24 ab
T8 20 mL mda 20,11 bcde 5,40bcd 20,3abc 1,49ab 0,24 ab

T9 10mLm+10mLtd 17,01fg 5,13 de 16,8 def 0,83c 0,10 c
T10 10mLm+10mLtda 18,31 defg 5,34 e 19,8def 1,00bc 0,20 ab

T11 15mL m+5mL td 19,51 cdef 5,62cde 19,1bcde 1,37ab 0,21 ab
T12 15mLm+5mLtda 225ab 5,45abc 19,1bcd 1,13bc 0,22 ab
T13 5mLm+15mL td 17,14 efg 559cde 17,31f 0,92bc 0,19b

T14 5mL m + 15 mL tda 21,1 abcd 5,82 ab 19,4 bc 1,47ab 0,27 ab

CV:% 9,93 6,95 17,29 15,14 16,29
Error Estandar 0,74 0,07 0,13 0,26 0,01

*Medias con letras diferentes difieren significativamente, P < 0.05.
Leyenda: md (mafana diario), mda (mafiana dias alternos), td (tarde diario), tda (tarde dias
alternos)
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La mayor longitud maxima de raiz fue el tratamiento T6 con norma de 15 mL con riegos alternos
y los restantes tratamientos no difirieron entre los diferentes momentos. La mejor longitud
minima de la raiz fue T4 sin diferir de las normas con riegos alternos. El mejor nUmero de raices
fue T6, los restantes tratamientos no difieren entre si en los momentos.

La masa fresca de la raiz mostré poca diferencias entre los momentos, manifestandolo solo
entre la norma de 10 mL por la mafiana + 5 mL por la tarde con los diferentes momentos, con
mejores respuesta en el riego alterno. La masa seca no mostrd practicamente diferencias entre
las diferentes normas y momentos, sélo se observo diferencias con el T1ly el T6.

En este experimento los mejores tratamientos fueron con las normas y momentos de riego en
dias alternos en las variables fisioldgicas: hojas activas, largo y ancho de la hoja D. El diametro
del tallo no presenté respuestas entre normas y momentos de riego. Al comparar los dos
experimentos de normas y momentos de riego con diferentes tipos de sustratos se observé que
con el sustrato Cachaza 100% se obtuvo mejores resultados en las variables fisioldgicas
evaluadas y en los porcentajes de supervivencia.
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V. CONCLUSIONES

1.

2.

La diversidad del germoplasma de pifia presente en Cuba es insuficiente para la
conservacion y el mejoramiento de la especie.

Los patrones de diversidad morfoagrondmicos y moleculares establecidos permiten
diferenciar los distintos cultivares lo que favorece el manejo de los RFG de la especie.

El Listado de Descriptores Minimos permite la caracterizacion morfoagrondmica y la
evaluaciéon mas eficiente de la coleccion de pifia y corrobora la clasificacion de los
cultivares segun su grupo horticultural.

Los nuevos cebadores SSR disefiados de A. bracteatus y A. comosus determinan la
distancia genética de los cultivares de pifia.

Se identifican las amenazas de pérdida de diversidad genética del germoplasma de pifia
conservado in situ y ex situ lo que permite disefiar acciones para minimizar las mismas.

La coleccion nucleo con las accesiones de mayor variabilidad facilita el trabajo de mejora
y conservacién del germoplasma.

La crioconservacion y cultivo de tejidos incrementa la proteccion de los RFG de pifia en
Cuba y el nimero de individuos a entregar a productores.

V. RECOMENDACIONES

1.

2.

Aplicar el Listado de los Descriptores Minimos en la caracterizacion y evaluacion del
germoplasma que sea incorporado a la coleccion de pifia nacional.

Introducir, con la correspondiente aprobacion fitosanitaria, accesiones de germoplasma
de otros paises, que contengan genes no presentes en la coleccion cubana, a fin de
ampliar la diversidad genética disponible en la coleccién nacional.

Implementar otras acciones sugeridas para minimizar la erosion del germoplasma de
pifia.

Propiciar la retroalimentacion con los actores locales de las acciones para minimizar las
amenazas de erosion genética del germoplasma de pifia a través de talleres.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Formulario de evaluacion con los principales datos pasaporte,
geograficos, edafolégicos de las accesiones recolectadas.

ESTADO DE LA COLECCION

COLECTA No. ___SILVESTRE ___PATIO OJARDIN

FECHA: FINCA ___ INSTITUCION

ESPECIE: AREACUL. ___ MERCADO

NOMBRE LOCAL: MALEZA __ MATERIAL MEJORADO

___CERCA_ OTRO

COLECTOR: PROPAGULOS COLECTADOS:

UBICACION: PLANTA (1) ___ HIJOBASAL (2)
HAPPA (3) ____ CRIOLLO (4)

MUNICIPIO: CLAVEL (5) ____ CORONA (6)

PROVINCIA:

NOMBRE DEL DONANTE:

DATOS BOTANICOS

PLANTA:

ALTURA: DIAMETRO:

LATITUD: LONGITUD: HOJA D: LARGO ANCHO:
ALTURA msnm: COLOR ' HOJA ADULTA:

ESPINOSIDAD?:
TIPOS DE HIJOS:

TOPOGRAFIA: FRUTO:

PANTANO COLINA FORMA® COLOR*
LLANURA ONDULADO SABOR LARGO
OTRO

INDICE DE CILINDRICIDAD
e Diam superior
; e Diam. Inferior
PEDREGOSIDAD: NUMERO DE ESPIRALES LARGAS

NULA BAJA PRESENCIA DE SEMILLAS

MEDIA ALTA

TEXTURA DEL SUELOOJOS

ARENOSO FRANCO FORMA PERFIL
ARCILLOSO ORGANICO ORIENTACION DE LOS 0JOS
OJOS EN LA ESP. + LARGA

DRENAJECORONA

POBRE MODERADO UNICA DOBLE FASIADA
BUENO EXCESIVO LONGITUD

RELACION CORONA/FRUTO

FOTOGRAFIADO

OBSERVACIONES:

botanicos,

1Color de hojas: 1-Verde intenso: 2-V. claro, 3-V. con tintes rojos, 4-V. morado, 5-V. gris, 6-V. olivo, 6-V. intenso
con tinte rojizo, 9-V. intenso c/manchas rojas, 10-V. azul intenso, 11-Rojo verdoso, 12-Morado rojizo,

13-Morado verde, 14-Marroén.
2Espinosidad: 1-Piping, 2-Cayena, 3-Irregular, 4-Regular.
3Forma del Fruto: 1-Cilindrico, 2-Barril, 3-Piramide, 4-Bloque.

4Color fruto: 1-Verde intenso, 2-V. amarillo, 3-Amarillo intenso, 4-Amarillo, 5-Amarillo naranja, 6-Naranja rojizo,

7-Naranja intenso, 8-Naranja, 9-Rojo, 10-Rojo a morado, 11-Morado, 12-Morado vino tinto.



Anexo 2. Cebadores RAPDs utilizados para la amplificacion de los genotipos de pifia.

Iniciador Se((;l_e;\,():la Iniciador Se((;%l_e;’():la Iniciador Se((;L’J_e;():la

OPA -01 | CAGGCCCTTC OPC -01 | TTCGAGCCAG OPH-12 | ACGCGCATGT
OPA-02 | TGCCGAGCTG OPC -02 | GTGAGGCGTC OPH-13 | GACGCCACAC
OPA -03 | AGTCAGCCAC OPC -03 | GGGGGTCTTT OPH-14 | ACCAGGTTGG
OPA-04 | AATCGGGCTG OPC -04 | CCGCATCTAC OPH -15 | AATGGCGCAG
OPA -05 | AGGGGTCTTG OPC -05 | GATGACCGCC OPH-16 | TCTCAGCTGG
OPA-06 | GGTCCCTGAC OPC -06 | GAACGGACTC OPH-17 | CACTCTCCTC

OPA - 07 | GAAACGGGTG OPC - 07 | GTCCCGACGA OPH -18 | GAATCGGCCA
OPA -08 | GTGACGTAGG OPC - 08 | TGGACCGGTG OPH-19 | CTGACCAGCC
OPA-09 | GGGTAACGCC OPC -09 | CTCACCGTCC OPH -20 | GGGAGACATC
OPA-10 | GTGATCGCAG OPC-10| TGTCTGGGTG CS-12 GCGACGCCTA
OPA-11 | CAATCGCCGT OPC -11 | AAAGCTGCGG CS-14 | GTCACCCGGA
OPA-12 | TCGGCGATAG OPC-12 | TGTCATCCCC CS-15 AACACATGCC
OPA—-13 | CAGCACCCAC OPC -13 | AAGCCTCGTC CS-16 | CGTTGGATGC
OPA-14 | TCTGTGCTGG OPC-14 | TGCGTGCTTG CS-19 | TACGGCTGGC
OPA-15 | TTCCGAACCC OPC - 15 | GACGGATCAG CS-22 | CGTCGTGGAA
OPA - 16 | AGCCAGCGAA OPC -16 | CACACTCCAG CS-24 | GCGGCATTGT
OPA-17 | GACCGCTTGT OPC-17 | TTCCCCCCAG CS-27 | AGTGGTCGCG
OPA -18 | AGGTGACCGT OPC - 18 | TGAGTGGGTG CS-29 | CCAGACAAGC
OPA—-19 | CAAACGTCGG OPC-19 | GTTGCCAGCC CS-30 | GCGTAGAGAC
OPA-20 | GTTGCGATCC OPC-20 | ACTTCGCCAC CS-31 | CTCGACACTG
OPD - 02 | GGACCCAACC OPH - 01 | GGTCGGAGAA CS-36 | GATAGCCGAC
OPD-03 | GTCGCCGTCA OPH-02 | TCGGACGTGA CS-42 | CCCAGAACAC
OPD - 07 | TTGGCACGGG OPH - 03 | AGACGTCCAC CS-43 | CGTACGCGTT
OPD-08 | GTGTGCCCCA OPH-04 | GGAAGTCGCC OPF - 06 | GGGAATTCGG
OPD -13 | GGGGTGACGA OPH-05 | AGTCGTCCCC OPF-12 | ACGGTACCAG
OPL - 05 | ACGCAGGCAC OPH - 06 | ACGCATCGCA OPF - 13 | GGCTGCAGAA
OPL - 07 | AGGCGGGAAC OPH-07 | CTGCATCGTG OPF -15 | CCAGTACTCC
OPL - 08 | AGCAGGTGGA OPH -08 | GAAACACCCC OPF - 16 | GGAGTACTGG
OPL -10 | TGGGAGATGG OPH-09 | TGTAGCTGGG OPF -20 | GGTCTAGAGG
OPL-12 | GGGCGGTACT OPH-10 | CCTACGTCAG OPK-04 | CCGCCCAAAC
OPJ-04 | CCGAACACGG OPH-11 | CTTCCGCAGT OPK-12 | TGGCCCTCAC




Anexo 3. Microsatélites modificados y correctos del articulo y desarrollados a partir de A.
bracteatus para la identificacién de genotipos de pifia.

Locus R'\élgteit\i/go Secuencia (5'-3') No.gB:nn:SO Ee
e R T
R
scPCTizEM__(con, & CTACCARCASCTRTONARS ™ oqusee
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popcris (060, [ SSCTCCSACTERGASATTC  pquseass
R v
BRI T A450%d
BRI (cn. L TACTICTIIOTOCNTCTTAT  Adnasoss

F: ACAATAATTGATACAGTCCAGT
ANBRA48 (GA)s R: AAGTTGTGTAGAGAACAAATTAC AJB45048
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: TGTAGACGCCTTATATATTGTA

ANBR60 (CA)r R CACTATTATCCTAACCAGACAT AJB45060
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Anexo 4. Caracteristicas morfologicas de la planta y del fruto de los diferentes grupos horticulturales de pifia A) Cayena, B)
Pernambuco y C) Espafiola.




Anexo 5. Caracteristicas morfolégicas de la planta y del fruto de las especies alejadas de la familia Bromeliaceae A) Cryptanthus
acaulis, B) Curujey (T. fasiculata), C) Branco (A. bracteatus), D) B. pinguin y E) B. karatas.
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En este sentido, estamos de acuerdo gque los Investigadores Dr. Marcos Edel Martinez Montero
[como autores principales, 15%), y el MS5c. Ermis Yanes Paz (como olros autores, 8%) y la
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cientifico titulado: ““Ceonservacion y manejo de los recursos fitogenéticos de pina [Ananas comosus
[L.} Memill] y especies afines”, el cual tiene la calidad requerida y fue concebido con un alto rigor

cientifico.

Por lo que consideramos que este resultado redne los requisitos para optar por el Premio Anual de la
Academia de Ciencias de Cuba 2017

Sin otro asumto que tratar me despido da Ud.

.
|
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Dra.C. Janet Quinones Galez

Directora General.

Ceniro de Bioplantas.

Universidad de Ciego de Avila.
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TR TUA TROPICAL AL JANDRG O JIMEOL D1
GRUPO AGRICOLA

Santiago de las Vegas, 6 de septiembre de 2017
“Afo 59 de la Revolucion”

CERTIFICO

Que la institucion de acuerdo en que la DraC. Odalys Barrios Govin vy la DraC.
Zoila Margarita Fundora Mayor participen ambas en un 3% en el resultado
cientifico titulado Conservacién y manejo de los recursos fitogenéticos de pina
[Ananas comosus (L.) Merrill] y especies afines, por considerar que tiene la

calidad requerida y fue concebido con un alto rigor cientifico.

Este resultado, presentado por la Universidad Agraria de La Habana, reune los
requisitos para optar por el Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba
2016.

Para que asi conste firma la presente,

Calle 188 #38754 e/ 397 y Linderos, Santiago de las Vegas. Municipio Boyeros. La Habana. Cuba.
Teléfonos 683 4039/683 9010. Fax: 683 9014

Email: dirgeneral@inifat.co.cu



Avales INTERNACIONALES

ESCUELA T.S. DE INGENIEROS AGRONOMOS Y DE MONTES
EDIFICIO MENDEL, CAMPUS DE RABANALES
UNIVERSIDAD DE CORDOBA
. 14080 CORDOBA. ESPANA
UNIVERSIDAD DE CORDOBA

DEPARTAMENTO DE GENETICA

A QUIEN CORRESPONDA:

Informe elaborado sobre el Proyecto titulado CONSERVACION Y MANEJO DE LOS RECURSOS
FITOGENETICOS DE PINA [4nanas comosus (L.) Merrill] Y ESPECIES AFINES, teniendo a la
Universidad Agraria de La Habanay Centro de Bioplantas como entidad ejecutora principal y siendo
sus autores principales Daymara Rodriguez Alfonso, Miriam Fatima Isidron Pérezy Marcos Edel
Martinez Montero.

El proyecto presentado me ha parecido totalmente positivo desde todos los puntos de vista. Resalto, en
primer lugar, su necesidad y su oportunidad. La primera por cuanto la pifia es un cultivo de
extraordinaria importancia en el mundo, con la peculiaridad de que su cultivo natural solo es posible
en zonas tropicales o subtropicales, y justamente Cuba esta situada en un lugar idéneo para ello. En
cuanto a la necesidad, los redactores del Proyecto indican claramente €l empobrecimiento en la base
genética de los tres grupos de cultivares existentes en la Isla, con claro predominio de uno en
detrimento de los otros dos a pesar de su excelente calidad. Tal empobrecimiento, que no es privativo
de la pifia en Cuba sino que se detecta en numerosos cultivos en todo el mundo, se debe tanto a la
mayor popularidad de un cierto grupo de variedades (a veces simplemente por su mas facil manejo)
como al desconocimiento por muchos agricultores de las practicas correctas. Ambas circunstancias
han sido detectadas por los autores en el presente trabajo, siendo adecuadas las soluciones que
proponen, esto es, recogida de germoplasma por una parte y divulgacion a dos niveles (agricultor y
educacion).

La recogida se completa con datos de pasaporte y la descripeion de caracteres morfologicos,
agronémicos y moleculares. Han elaborado un Listado de Descriptores Minimos, algo obligado pero al
parecer inexistente hasta ahora, de utilidad en Cuba y en cualquier otra parte. La utilizacién de
marcadores tipo RAPD y AFLP, conveniente en una primera fase, deja paso a los mas fiables SSR, de
los que han disefiado nuevos marcadores tras haber utilizado los publicados para otra especie cercana
(A. bracteatus).

Juzgo encomiable esas aportaciones, de interés tanto cientifico como practico, y el rigor con el que se
han hecho.

Cérdoba (Espafia), 17 de septiembre de 2017

Fdo.: |, 5 6 J/(
S

José Ignacio Cubero
Catedratico Emérito de Genética
Universidad de Cordoba (Espafia)
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Silao de la Victoria, Gto., a 3 de agosto de 2017

A QUIEN PUEDA INTERESAR:

La que suscribe, Dra. Lisset Herrera Isidrén, Profesora Titular de la Academia de Biologfa de la
Unidad Profesional Interdisciplinaria de Ingenieria, Campus Guanajuato, perteneciente al
Instituto Politécnico Nacional de México, deseo expresar que conozco el trabajo que se viene
desarrollando acerca la conservacién y manejo de los recursos fitogenéticos de pifia [Ananas
comosus (L.) Merrill] y especies afines, por parte del grupo de investigadores de la Universidad
Agraria de la Habana (UNAH), con quienes hemos venido manteniendo una colaboracién
estrecha y fructifera a través de diversas acciones docentes y cientifico-técnicas.

El trabajo desarrollado se ha realizado desde hace varios afios con el objetivo de desarrollar
prospecciones y recolectas de germoplasma de pifia: 1 Cuba, asi como de
realizar una valoracién del estado actual de la
fitogenético. Este trabajo es realmente meritorio y hz
dedicacién de su colectivo para lograr los resultados

Se destacan los resultados logrados en la determinacion d
pifia mediante marcadores morfol6gicos y moleculares y t
Descriptores Minimos. Este ultimo aspecto no se habfa definido
especie, lo que representa un importante aporte para los trabajos de
de recursos fitogenéticos.

para la caracterizacion del germoplasma de pifia, permiten por primera vez acometer nuevos

Por otra parte, los anlisis que abordan los tres marcadores moleculares (RAPD, AFLP y SRR)
trabajos de mejoramiento con mayor seguridad y eficiencia. §

El trabajo realizado es muy relevante ademds en el érea de la conservacion del germoplasma
de pifia, ya que se proponen acciones especificas para disminuir la pérdida de diversidad
genética. Se desarrollé también una metodologia para la crioconservacion de accesiones del
banco de germoplasma. Es de gran importancia la sustitucién parcial de los reguladores del
crecimiento tradicionales y usualmente costosos por Bioproductos producidos en Cuba para
multiplicar in vitro las accesiones de la especie, asi como el establecer aspectos que
contribuyen a una mejor adaptacién de las plantas multiplicadas.

M 1



Instituto Politécnico Naciosal u

Unidad Profesional Interdisciplinaria de Ingenieria
Campus Guanajuato

En la investigacién que han desarrollado se aprecian aportes en cuanto a la identificacion de
las amenazas de pérdida de diversidad in situ y ex situ, asi como se realiza una propuesta de
acciones que las minimicen, lo que sin duda contribuirs a la mejor conservacién de los
recursos genéticos de pifia en Cuba. '

Por todo ello, emito este aval por considerar muy meritorio y valioso para la ciencia el trabajo
de referencia. AN RO

s 2 F) '1_ k "‘
Atentamente,

LA TECNICA AL

Av. Mineral de Valenciana No. 200 Fracc. Industrial Puerto Interior, Silao de Victoria Guanajuato. C.P. 36275
Tel.: (35) 57 29 60 00 ext. 81301, fax.: 81450, (472) 7 48 46 38

www.uplg.apn.mx
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DEPARTAMENTO DE AGRONOMIA

Irspuato, Guanajuato,
18 de Agosto de 2017,

AVAL SOBRE INVESTIGACION CIENTIFICA

A QUIEN CORRESPONDA:

El que suscribe, Dr. Héctor G. Nufiez Palenius SNI [, profesor del Departamento de
Agronomia de la Divisidn Clencias de la Vida (DICIVA) Campus Irapuate- Salamanca de
la Universidad de Guanajuato, México, me resulta grato pader avalar el trabajo que ha
desarrollado en favor de la conservacion y manejo de los recursos fitogenéticos de pifia
[Ananas comosus (L.} Merrill] y especles afines, por parte del grupo de profesores de la
Universidad Agraria de la Habana (UNAH), con quienes hemos venido manteniendo una
colaboracién estable en diferentes acciones docentes y de investigacion, durante varios
afos, la cual se mantiene de forma satisfactoria.

En la actualidad, dirijo e Laboraterio de Cultivo de Tejidos Vegetales, de DICIVA,
dedicado fundamente & la conservacién y propagacion de diferentes especies de agave,
que pertenacen a la Coleccidn Naclonal de Agaves UG-SAGARPA, Unica en México con
reconocimiente de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién (SAGARPA). Por ello, como especialista en conservacidn valoro altamente
el trabajo que se viene desarrollando acerca la conservacion y manejo de |os recursos
fitogenéticos de plAa [Ananas comosus (L.) Merrill] y especies afines, por parte del grupo
de Investigadores de la Universidad Agraria de la Habana.

Se aprecia que desde hace varios afios se han realizado prospeccones y recolectas de
germoplasma de pifia y espedes afines en Cuba, lo que resulta muy importante pars la
valoracion del estado de la diversidad de los recursos fitogenéticos de interés en la
alimentacion, & cual considero realmente meritorio y representa un factor de gran
importancia en el rescate y enriquecimiento del germoplasma de esa especie.

CAMPUS IRAPUATO-SALAMANCA
DIVISION DE CIENCIAS DE LA VIDA

Ex Hacenda Bl Copal Km g Carrelond lrepuato-Siaa
C P 36824 AP 13 lrepuito, Slo. MIvco.
Tol y Fax ¢34t 624 36 89

<

———
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El lograr la determinacion de la diversidad del germoplasma mediante marcadores
morfolagices y moleculares, y el establecimiente del Listado de Descriptores Minimes es
un importante aporte al estudio de la especie en trabajos de mejoramiento y estudios
de recursos fitogenéticos, asi como los estudios de diversidad con el empleo de
marcadares moleculares para la caractenzacion del germoplasma estudiado, sienda de
mucha utilidad futura para ese pals,

En la investigacién que han desarrollado les profesores de la Universidad Agraria de La
Habana, se aprecian importantes aportes en cuanto & la identificacidn de amenazas de
pérdida de diversidad in situ y ex situ, #si como propuéstas ge accionas para redutir su
Incdencia,

Por toda lo anteriormente descrito, me resulta por elle muy satisfactorio, reconocer los
méritos del trabajo: "Conservacién y manejo de los recursos fitogenéticos de pifia
[Ananas comosus (L.) Merrill] y especies afines”, para su conveniente
reconacmiento.

Departametjto de Agromarmta « (s v e

A DIRECCION-
Divisién de as de la Vida
Campus Irapuato-Salamanca

Unlverslpad de Guanajuato

C.c.p. Consecutivo



Malzags, Espafiz, 2 22 de septiembre de 2014

Re: “Conservacion y Manejo de los recursos fitogenaticos de pina [Ananas comosusz (L) Memill y
especies afines de interés para ls produccion en Cuba”. Autores: Daymars
Rodriguez Afonso, Mifam Fatima |sidron Pérez v Marcos Edel Martinez Montero.

Desde el Instituto de Hormofruticultura Subtropical ls Mayors (IHSM—CS51C—UMA), perenseciente sl
Consejo Superor de Cientificas (CSIC) de Espana, =& considers que el trabajo de referencis
supone un avance significatvo en la caracterzacion de gemoplasma de pifa mediante una
aproximacion, multidisciplinar combinando la utiizacion de marcadores morfologicos y moleculares.
En el caso de los marcadores morfologicos se han optimizado los descriptores desamollados
previamente y s han validado pars la gestion de colecciones de gemoplasma. En el caso de los
marcadores moleculares se desamollaron nuevos marcedores microsatelite disefisdos a partir de
secuencias tanto de A. comosus como de A, bracfesius con gran utiidad para estudios de
caracterizacion vegetal v diversidad genética.

El analisis de los marcadores microsatelite se complements con el analisis de marcadores tipo
RAPDs] lo que pemitio llevar 8 cabo un estudio mas exhsustivo del materal vegetsl de pifa
tropical conservado en distintas colecoiones de gemoplasma.

La aproximacion utiizads en este trabajo permitic obtener agrupamientos moleculares

Que tenian una clara relacion con la caracterzacion fenotipica validando la actual clasificacion de
los diferentes tipos de pina tropical existentes.

Eltrabajo llevado a cabo es de gran utiidad pars optimizar la gestion de los recursos genaticos de
pifia tropical no solamente en Cuba sino en el resto de los paises que tienen colecciones de

gemnoglasma de ests espacie.

Atentamente,

e r R
S
- e

Iriaki Hormaza
Profesor de Investigacion y Jefe del Deparsmento de Fruticultura Subtropical del IHSM “La

Mayaors™



Walle de Guerra, 3 10 de septiembre d= 2017

aval

Por la presente deseo fundamentar gue el trabajo de los autores principales Daymara
Rodnguez—Alfonse, Minam |sidron Perez v Marcos Martinez Montero titulado:
“Conservacion y mansjods los recursos fitogensticos de pina [Ananas comosws (L.)
Merrill] v especies afines”, resulta de gran interss pars los mejoradores del sector
piere] Los resultados alcanzados en el trabaje han permitido detectar la limitada
diversidad morfolagica vy molecular de |a especie en Cuba, los problemas en el mansjo
fitotecnico del cultive v de mansjo.

Los nuwevos cebadores S5R disehados de A bracfeafus y 2l Listado de Descriptores
Minimos propusstos en la investigacion han sido utilzados en la caracterzacion
morfologica v molecularde la coleccion. Por otra parte es de resaltar el trabajo que ha
reslzado el colectivo de trabajo en las prospecciones desarrolladas a ko largo de la
Isla, sitwscion gue en kos paises de mayor ingreso s dificulta por lo gue creemos gue
VOS5 MEereceis que s destague.

Ademas se ha estrechado, aun mas, ks lazos existentes entre |z Facultad de
Agronomia de La Habana "Fructuoso Rodriguez Parez” v nuestro Instituto, relacion
QUe SSpPEramos s& vea incrementada en el futuro

Para que conste, 3 kos efectos oportunos, fiimo la presente en Valle de Guerrs, La
Laguna, a diez de septiembre de dos mil discisiste.

b
i
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PRODUCTORES Y PROSPECCIONES

AVAL
A solicitud de los interesados:

Esta Delegacion de la Agricultura desea informar que la Dra. C. Miriam Isidrén Pérez, la
Dra. C. Daymara Rodriguez Alfonso y otros especialistas realizaron en los afios 2000 y
2008, en la provincia de Pinar del Rio prospecciones para recolectar materiales de pifa y
evaluar la diversidad de la especie en el area.

Los municipios visitados fueron:

> Municipio Candelaria:
Se visitd solo un area de interés en la Finca de Cosme Hdez. de 1,5 ha, el que planted
como dato curioso que en el afio 1985 cosecho una fruta de mas de 10 Ibs. El material de
esta region proviene de la casa del italiano Vitali, un famoso productor antes de la
revolucién, el cultivar recolectado fue espafiola roja.

> Municipio San Cristdbal:
En este municipio hay tres campesinos que siembran pifia. Se visito la finca ‘LA
MAJAGUA” de Israel Pérez. El cuitivar que se encontrd fue espafiola roja. Este productor
no tenia gran experiencia en el cultivo, por lo que el intercambio favorecié al mismo ya
que se le entregd un folleto sobre las labores que necesita la pifia.

» Municipio La Palma (Sierra del Rosario):

Se visité una UBPC, de dificil acceso, en una primera colecta en el afio 2000 habia
incremento de la plantacion de pifia, por estar muy cerca de Cayo Laevisa y Vifiales poles
turisticos de importancia y en una segunda visita la situacion era otra. Los materiales
colectados fueron de Espaiiola roja tipo camagieyana, con mucha espinosidad en las
hojas y gran rusticidad. Esta visita permitio detectar-problemas en la cosecha, ya que
amontonaban la fruta y la colocaban en el suelo, lo cual provocé en el centro de Acopio
en Vifiales, una situacion critica por presentar gran cantidad de frutas dafadas al parecer
por “Pudricion blanda” tipica de Chalara paradoxa (Thielaviosis paradoxa). Por esta razén
los investigadores desarrollaron una capacitacion sobre el manejo de la fruta, las labores
del cultivo y los marcos de plantacidn, para evitar fa erosion por las caracteristicas
topograficas del area sobre.

» Municipio Vifales:

En esta area también, en una topografia muy ondulada (cerca de Mogotes), se visitaron
productores que siembran a curva de nivel por tener pendientes superiores a 45 ° en
algunos campos. Hacen como aporques para proteger las plantas, lo que hace que se
“entierren “un poco las plantas y tengan los pedinculos a solo 30 cm las frutas. Se
encontraron 5 plantas de Pifia blanca, siendo la unica finca donde vimos este genotipo en
la provincia, por lo que se trabajo sobre la necesidad de multiplicarlo y fomentar su
intercambio. Ademas se recolectaron materiales en zonas llanas del Rosario (Puerto
Esperanza) donde se intercalaba el cultivo de la pifia con juveniles de plantas maderable
como la Cacba.



El presente trabajo tiene gran validez importancia ya que el mismo permitié determinar el
estado de diversidad de la zona, la conservacién del fondo genético y el intercambio de
los de cultivares de pifia. Ademas permitié el encuentro con los productores mediante el
cual se les orientd sobre sus dificultades en el manejo del cultivo y se fomentd la
conciencia de conservacion, '

Y para que asi conste. Fecha:

Delegacion deila Agricultura,
Provincia Pinar del Rio.



Mayabeque, 25 de Septiembre de 2017.
“Aiio 59 de la Revolucion” 3

El presente trabajo “Conse
[Ananas comosus (L.) Mer
escatado genotipos
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‘ INSTITUTO DE INVESTIGACIONES

EN PFRUTICULTURA TROIICAL,

NC.1SO 9001:2001
Registro No 082-2006

UNIDAD CIENTIFICO TECNOLOGICA DE BASE ALQUIZAR

Alquizar, 12 de noviembre del 2009
“Ano del 50 Aniversano del Triunfo de la Revolucién”

A: MCs. Daimara Rodriguez Alonso.

De: MSc. Marta R. Hernandez Zaldivar
Directora (UCTB) Alquizar

Estimada companera:

Por la presente le hacemos llegar nuestro mas sincero agradecimiento, por su
contribucidn y aporte en la colecta del material solicitado al centro de bioplantas
de Ciego de Avila, asi como el sacrificio que esta actividad le represent6, para
el establecimiento en nuestra estacion del banco de germoplasma, el que sera
establecido y conservado con todas las normativas correspondientes.
Esperamos poder contribuir al desarrollo de esta colaboraciéon entre nuestras
instituciones.

Saludos




Personalidades e Instituciones

Crdrerio
REPUBLICA DE CUBA Elemoar No
MINISTERIO DE LA AGRICULTURA

Direccién de Semillas y Recursos Fitogenéticos

La Habana 25 de septiembre de 2017,
“Afio 59 de la Revelucién”

AVAL

El trabajo titulade: © Conservacion y manejo de los recursos faogenéticos de pifa [Ananas
comosus (L) Merrilll y especies afines” de los autores principales. Daymara Rodriguez
Adonso. Miniam Fatima Isidrén Pérez y Marcos Edel Martinez Monterc de ia Universidad
Agrana de La Habana y el Centro de Bioplantas como entidades ejecutoras principaies,
constituye un aporte valioso a la conservacion y manejo de los recursos filogenéticos de
pina en Cuba. La direccion de semilla apoya y resalta la importancia que tene la presente
Investigacion, k& cual estd en correspondencia con una de las politicas del pais sobre el
rescate de los Recursos Fitogenéticos

Las prospecciones que han realizado el aquigo de trabajo. han demostrado los problemas
de manejo y el estado actual de diversidad de ios RFG de pifia en Cuba, Desde antes del
afio 1995 la Universidad Agraria de La Habana y el Centro de Bioplantas vienen
desarrollando un importante esfuerze por colectar mediante prospecciongés nacionales los
diferentes genotipos del cultivo, por caracterzar in situ y ex situ su dwersidad y por
fomentar su conservacion para asi evitar la pérdida de erosion de algunos cultivares como
'Pifa blanca' o también conocido como ‘Cubana' y ‘Bardn de Rothschild' materiales valiosos
para desarrollar fulurcs programas de mejora de la piia

Por otra parie proponen un grupo de acciones para la conservacion in sifu y ex sifu con las
que se han logrado y se puede seguir ncrementando la disponibilidad de material a
propagar y a conservar. Establecieron un Listade de Descriptores Minimos que ha
simplficadolra los estudios de caracterizacion morfoagronémica

Por todo elio consideramos que &l trabajo aporta tanto desde &l punto biologice como para
preservacidn de la bedversidad de la especie, ademas de permitir contar con valiosos
materiales para trabajos de Mejora genética del cultvo de fa pifia

-

Saludos,

kg . =
Dra. Elizabeth Pena Turruellas Yy
Directora de Semillas - MA

Rs: /51 // T
Epcutor Direccdn de Semitias y Recursos Flogenéticos

Mrsteno 4o la Agnoutuia

Conll y Esg Avenida independencia, Plaza de & Revoucion. Ciudad de La Habans, Cuba
Teléforo TBE4T1T6

Corren dsemiissiBoc mnag gob cu



Santa Clara, 2 de Octubre de 2017
“Af0 55 de la Revolucicn”

AVAL

Titulo dal Trabajo: Conservacién v manejo de los recursos fitogenéticos de pifia
[Ananas comosus (L.} Merrill y especies afinas

Autores principales: Daymara Rodriguez Alfonso, Miriam ksidrén Pérez v Marcos Martinez
Montero

Entidades ejecutoras principales del resultado: Unneersidad Agraria de La Habana y
Centro de Bioplantas, Universidad de Ciege de Avila

En la presente investigacidn se utiliza por prirmera wez en las fases de muliplicacion y
enraizamients de ka pifia los bloproductos naciomales BE-18 y Pectimorf® como sustitulos
parciales v lotales de bos reguladores del crecimiento, lo que permite disminuir €l uso de
de estas sustancias tan costosas sobretodo en la produccidn a escala mayor. Por obra
parte & demuestra en el trabajo realizado, por & colective de autores, &n ka congenacian
¥ recuperacidn del germoplasma i Sifu vy ex siu v 103 riesgos de erosion genética, como
el empleo de técnicas de crioconservacion y el establecimiento de una coleccidn nicleo
qun parmiten presarvar @l matedal gendtics depenile. F¢ propons un ligtedo da 168
Dascriptores Minimos efectvos para los trabajo de caracterizacion.

Los resultados presentados constituyen un aports al conacmients v a la conservacian de
los recursos fitogendticos de pina en Cuba, Se demuestra, medianke & caraclenzaciin
morfo-agrondmica y molecular que |a diversidad gendética del germoplasma es escasa. 5e
establecan en la fase de aclimatizacidn los reguenmienics de nego vy sustrato. Ademas dé
la crioconservacion a partir de épices de accesiones de la coleccion. Por primera vez en
pia se disefian nuevos cebadoras SSR a partir de secuencias publicadas de A,
bracteatus &n & mundo. Se realiza la caractenzacion molecular del banco de
germoplasma nacional; ge identifican lns riesgos de Arsitn gendlica y se proponen
aCciones para minimizardes. Junio a eslo 2 establece una coleccidn nicleo donde se
recoge la mayor variabilidad Todo lo anterior esta avalado por 4 publicaciones centificas
en revistas de la web of Science an los dlfimes 5 afos, tres tesis de Maestria v una de
Doclorado en Cencias Agricolas.

Por cuanto consideramos que el trabago refendo réuns 166 réqisilss Bara $&7 considerads
como propuesta de Premio de la Academia de Ciencias de Cuba.

'\.W

i y | L.-'

Dr. Rafael Gathaz Kosky
Miembre da la ACC

Investigador Titular




UNIVERSIDAD DE LA HABANA
FACULTAD DE BIOLOGIA
DEPARTAMENTO BIOLOGIA VEGETAL

AVAL

Desde hace afios seguimos el trabajo que vienen realizando los autores: Daymara
Rodriguez Alfonso, Miriam Isidrén Pérez y Marcos Martinez Montero en |a
“Conservacién y manejo de los recursos fitogenéticos de pifa [Ananas comosus (L.)
Merrill y especies afines” con el objetivo de apoyar los procesos productivos de esta
especie y futuros programas de mejora.

Este arduo trabajo, ha permitido describir los genotipos conservados tanto in sitlu y ex situ
y los riesgos de erosion genética de alguncs materiales como 'Pifia blanca'. Ademas
utilizaron 27 descriptores establecidos por el IBPGR en la caracterizacion
mortoagronomica del germoplasma, lo que representa una valiosa Informacién para
futuros trabajos de mejora en pifia. Ademas definen 15 Descriptores Minimos que son
efectivos para la evaluacion de la diversidad, lo que redunda en ahorro de tiempo y
esfuerzo en los trabajos de caracterizacidn, facilitan el trabajo de los mejoradores y
curadores del cultivo en el pals y hasta de otros paises del area que cultivan la pifa ya
que pueden ser ajustados a la especie en ofras condiciones,

Es de destacar el disefio de nuevos cebadores SSR para estudios de diversidad genética,
ya que con los cebadores informados en la literatura intemacional no fue posible obtener
resultados. El articulo “Polymorphic microsatellite markers in pineapple [Ananas comosus
(L.) Mermill]", SCIENTIA HORTICULTURAE, publicado a partir de los resultados de la
presente investigacion le demuestra a la comunidad cientifica la ineficiencia de los
cebadores establecides para pifia, hasta la fecha.

La rigurosidad de los resultados obtenidos por este colectivo de investigacion me permite
avalar el trabajo presentado y apoyar su propuesta a premio.

Mot

Dra Mariyn Valdés de la Cruz
Departamento Biclogia Vegetal
Facultad de Biologia
Universidad de la Habana



INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS AGRICOLAS

Gaveta Postal No. 1, San José de las Lajas, Mayabeque, Cuba. C. P. 32700
Direccion de Extension y Produccion
Tel. { Fax: (53) (47) B6 3867
c. electrénico: juanc@inca.edu.cu

AVAL
A quien pueda interesar:

El resultade del trabajo ftitulado: “Conservacién y manejo de los recursos
fitogenéticos de pifa [Ananas comosus (L.) Merrill] y especies afines”, de los
autores principales: Daymara Rodriguez Alfonso, Minam Isidrdn Pérez y Marcos
Martinez Montero, presenta un alto valor cientifico y ufilidad practica, por cuanto,
ademas de caracterizar desde de punto de vista morfolégico la diversidad existente del
germoplasma cubano de pifa, propone un Listado de Descriptores Minimos para el
cultivo, que facilita desde el 2014 el trabajo de caracterizacion de nuevos materiales.
Se destaca, en esta in\rﬁlﬁﬁdﬁn. la ardua labor de los autores para llevar a cabo las
prospecciones, que le pemitieron recolectar al menocs un ejemplar de cada area
geografica visitada. Se trabajd ademas en la intreduccidn al Banco de Germoplasma
nacional y algunos de las accesiones han sido cricconservadas.

Importante destacar la caraclerizacidn tantc morfoagrondmica como melecularmente
realizada a la coleccion ex sity, que permite una mejor utilizacién de la misma a nivel
nacional & internacional. Las acciones desamclladas en este trabajo permitieron
determinar la escasa variabilidad presente en el germoplasma, las causas gue han
incidide en ello y proponer y ejecutar acciones para minimizar estas afectaciones.
Estos resultados son el comienzo de cualquier estrategia de conservacion de los
recursos fitogenéticos de pifta gue se desee desamollar y el primer reporte én &l pais
de caracterizacion morfoagrondmica v molecular lo que permite ofrecer a los



productores una ficha mas completa sobre las caracteristicas de los cultivares. Por otra
parte el listado de 15 descriptores minimos propuestos ahorra tiempo y esfuerzos en
los trabajos de caracterizacion de la especie y facilita el manejo con eficiencia de los
recursos fitogenéticos de pifia en el pais.

Para que asi conste se firma la presente a los 25 dias de septiembre de 2017

e
Dr. C. Juan tillo Hernandez . ‘.Jilw x

N

Director de Extension y Produccion D‘REC‘SWW,

Jefe de la Unidad de Recursos Fitogenéticos
INCA
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La Habamna, 28 de sepliembre de 2017
“Anoc 59 de la Revolucion”

AVAL

Titule del trabajo: “Conservacion y manejo de los recursos fitogenéticos de pifa
[Ananas comosus (L.} Memill] y especies afines”.

El tema abordado es de gram actualidad, tomando en consideracion que los
principales resultados cbtenidos estan encaminados a caracterizar el germoplasma in
sifu y ex situ de pina en Cuba como aspecto fundamental para el conocimiento de la
diversidad genética existents, la cual servira de base para elevar la eficiencia del
programa de mejoramiento de la especie en el pais. Actualmente, es incompleta la
caracterizacion de los bancos de germoplasma de este frutal a nivel intemacional y en
Cuba y el programa de mejoramiento en los paises donde se cultiva se ha centrado
en unos pocos cultivares sin hacer un uso apropiado de la diversidad genética
disponible en cada uno.

En este sentido, la waloracion del estado actual de la diversidad de los recurscs
geneticos de pina, el establecimiento de descriptores minimos, la evaluacion de la
diversidad genetica mediante marcadores morfoagronomicos y moleculares, el
establecimiento de una coleccion nicleo y una sintetica que confribuyan a hacer un
uso mas eficiente de este germoplasma, la identificacion de las amenazas que
pusden provocar ercsion genetica en el cultivo y posibles acciones para minimizarla;
asi como las altemativas en la propagacion in vifro de hibridos nacicnales mediante la
sustitucion parcial o fotal de los reguladores del crecimiento por los bioproducios
nacionales BB-18 y Pectimorf®, en la fase de aclimatacion del sustrato a utilizar y en
las normas de rego y un procedimiento de wvitrficacion de pina in vitro para el
establecimients a largo plazo de un crichanco en el germoplasma, constituyen los
principales apores del trabajo realizado.

Las invesiigaciones que s lleva a cabo resulian novedosas, teniendo en cuenta que
la caracterizacion morforagronomica y molecular por RAPD vy SSR; asi como la
determinacion de los descriptores minimos y el establecimiento de la coleccion niceo
y la sintética se realizan por primera vezr en Cuba. Los resultados obtenidos
permitiran la conservacion, el manejo adecuado y el uso eficiente de los recursos
geneticos de este frutal para su posterior utilizacion en el programa de mejora de la
especie en el pais, lo cual constituye un aporte valioso de tipo economico, practico y
social, & incluso para la ciencia, pues pemite orentar las investigacicnes fuluras a

Axe. Trra, Moo M08 afRD y 1, Mimamar, Flays, La Habana, CLEA,
Tals B (EL-7) 04-B784; Teldono: J0E-35EE, a-mall: decpacho@int.ou
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realizar en este sentide y recomendar una metodologia a seguir en estudios de este
tipo.

Estos resultados, ademas, estan avalados por un conjunto de publicaciones tanto en
revisias cubanas certificadas por el CITMA como =n revistas intemacicnales de
impacio vy capitulos de libros, asi como trabajos presentados en diferentes eventos,
tesis de Diploma, Maestria y de Doctorado, reconocimientos y premios a diferentes

niveles (CITMA, MINAG, FORUM, BTJ)}, lo que constituye un reflejo de su alio rigor
cientifico.

DOr.C. Guillermmo Rafasl Almenares Garobo
Director General

Instituic de Investigaciones en Fruticultura Tropical

Aye. Trra. Moo 3008 af30 v 32 Mimmar. Flave La Habara CUSS



[3Hatana, 22 de s=plamirae dall 2017
"Afia 59 de la Rewaluckan™.

AVAL

PFor mada de L3 precams hago constyr que o Fabgo iada “Concarvackdn y mansia de koS recursos
flogandicos de pifa [ANGNSS comOsus (L) Maril] y espacies alines” que 52 presanta coma Pramia Academia
de W6 aulres principailos: Daymara Rodriguaz Alonsa, Mirlam FaBma lskdron Parez y Marcos Sdal Martinaz
Momarg de 13 Universkiad Agrara de L3 Habana y o= Canfro de Sioplantas, resulta de imards para o Grupo
Emprecarial, por cuamd 52 rala de rescatyr, consanvar, defanminar 13 diversidad gendiica y markidgica de Las
varadadss de pfia que =2 encusntran dispersas an & paks

L3 consarvaciin g2 I05 recwrsds TOgendtions ha adquinido rEevancia &n I3z OIBmas ddcadss, no 5080 Do 13
argeln que ostin sullenda asios, M que conBeva 3 L3 pardda o disminuckn de 13 diversidad gendlica, sino
tambian por & valor prlencial que posesn ka5 REG. Cuando 52 habla de presarvacidn de garmoplasma, hay que
destacar que o abfelvo o5 CONSANVAr con 13 mayd Imagridad positie 13 variabildad gandica de las potiackanes
salacdionadss.

Los resuiisdos ablankdas de su asivdio panmiianan valorar I35 caracirksiicas marfaagrandmicas y 13 similiud
JaEn=Sicd MadEames Marc3aanas MaEScoUanas 42 KIs QUVanas QONsSnd3aos A S0y 28X 500 2 MOSMar & was3pd

de los produciores an la consarvackin y & Imarcambio de 105 oulivarss ya que la tendencla achal an esta
especie predomina & cuvar “Espafiola rolF, GMDKn, N mene medkda, con & culvar "MOZ de ragama
NCpracian.  Aunque Cuba no a5 canira de arigen, 52 puede apreciar 13 haja dverskdad de esta espeda v Ios
nesgos de pardida de maanaes coma Sarin de Romschisd, "Cabarong y 'Pia blancd, que apanss s localizan
an detarminas zonas o pals y an muy paquafia cuanila. Por su pans 13 propussta por para & Cuilvo de un
Bstado de descripiores MINEMOS paTMElra una alciiva avaluackin de I3 divarsidad, ko que radundara en ahama de
Sampay asfarz0 en Aiurcs wabalos de carackizackdn de garmapiasma.

|3 caraciizackn molsculr de 13 diverskdad gendlica od gemaplasma snve d2 complamamo a la
caraclanizackn marfiogica y 13 evalacin agrondmica y para ayudar @ mejorader an I3 selaccon de hos
proganiionas an rogramas de cuzamiana.

Dabe conshdararss qua & wabalo resizado por & cOleCTvO d2 Sulres 5 d2 gran Wascandencla y mas an ks
mamanios acluaies an s que la consarvackin y manga de 105 raowsas Flogendlicos han recotrada k3 Fanckn
¥aque constiuyan 13 saguridad aimanana y & desarallo sostaniie para 135 fUlwras ganaracionss.

- |
(o

Emila FarrSsjArmaniancs

Diracior de Divislan Teandaidglca da Fnuiales
PET ]
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AVAL La Habana, 29 da septiembre de 2014

Por madio da 1a pressnte guaramos resaltar 2l trabajo realizado por los sutosss: Daymara
Rodriguer Alfonso, Miriam Fatima Isid ron Pérez y Marcos Ed el Martinez Mon ter =
la Conzarvacion v mansjp da loe raqerzoe fitopanaticos da pifia [4nanas comesus (L)
Mearrill v aspaciss afinss. Dicha investigacién ha permitide describir los materisles
Eenaticos Consarvados tanto i Sty &x sire v los risspoe de erosion genstica de alpunos de
astos como =l ov. 'Pika blance. La caracterizacion morfoarronomica realizada represanta
una valioza informacion para futuros trabajos a desarrollar en pifia v a partir de esta 22
definisron 15 Descriptorss Minimoe qus son afactives para la evaluacion de 1a diversidad,
lo gua radunda en ahomo do tismpo v esfilersn an log trabajos de caracterizacion de
garmoplasma facilita sl trshajo ds los mejoradorss v curadorss dal coltive en &l pas v
posiblemants da otros paizes dal area que cultivan la pina

Ez d= resaltsr gque pod primara ver 22 utiliza &l marcador molscular dal tipo S5F. 2n la
caractarizacion de la colaccion macional, la ceal parmitic obtener intsrssantes resultados ¥
reafirmar los grupos horticulturalss gue z2 han estsblacido para pifia v gue han sido
foortomenta criticado. Ademas osta gonerp uma publicacion en la revizta Scismtia
Horticulturas {(de alto factor de impacto) con gram valor intemacional, va gue propone el
uso de nuevos osbadorss SSE disenados por los autorss para la determinacion ds la
diversidad genatica dal germoplazma de pifa lo gue facilitara a futuros trabajos de
caractarizacion v eoliminar una de las limitante: da ssta tacmica (sl uzo de cebadores
szpaaficos a partir ds sacuencias conocidas).

Diazap axprazar pog 2llo que avalo 2l trabajo pressntado v considere merscador de premios

Divisidar de Plomas,
E



AVAL
El trabajo titulado: “Determinacion de los patrones de diversidad de los recursos
fitogenéticos de pifia [Ananas comosus (L.) Merrill] y especies afines de interés
para la produccion en Cuba” de los autores: Daymara Rodriguez—-Alfonso, Miriam
Isidron, José Ignacio Hormaza, Maria José Grajal, Sandra Petitt, Pedro Villar, Odalys
Barrios, Dubiel Alfonso, Zoila Margarita Fundora; de la Universidad Agraria de La Habana
como entidad ejecutora principal, aborda un tema de vital importancia en la presente y
futura agricultura sostenible como aspira nuestra sociedad: la disminucion de la
biodiversidad agricola dada la simplificacion de la diversidad en los agroecosistemas. El
cultivo de la pifia no ha escapado de esta situacion y el presente trabajo constituye un
valioso aporte a la caracterizacion de los recursos fitogenéticos para el cultivo de esta
planta en el pais; para ello es necesario la correcta caracterizacién morfolégica y
molecular para determinar la diversidad genética de esta especie que permitira emprender
programas de mejoramiento genético de la misma.
El trabajo presentado alcanza estos objetivos, por, es el resultado de afios de esfuerzo
por parte del colectivo de la Universidad Agraria de La Habana y el Centro de Bioplantas
materializado en la tesis de doctorado de la primera autora y por su calidad estd
propuesto como mejor tesis en el tema de las Ciencias Agricolas
Los resultados alcanzados en el presente trabajo ademas permitieron proponer un grupo
de acciones para la conservacion in situ y ex situ que minimizaran la erosién genética de
este cultivo, ya que la conservacion in situ esta en manos de los productores y la ex situ
es mediante el banco de germoplasma.

Se expresa la prioridad en los cultivos del oriente del pais, para potenciar la regién donde
existe la mayor diversidad de germoplasma conservado en Cuba.
Por todo ello considero que este trabajo es un valioso aporte al desarrollo de los cultivos

de pifia en el pais y posee las condiciones para recibir un aval favorable al premio a que
aspira.
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Arhiculo Cienhifco

== == Rev. Flotec. Mex. ol 20 (123 - 101, 2007

DIVERSITY OF PINEAPPLE GEMETIC RESOURCES IN CUBA:
THREATS AND ACTIONS FOR MINIMIZING LOSSES

DIVERSIDAD DE LOS RECURS0S FITOGENETICOS DE PINA EN CUBA:
AMENAZAS Y ACCIONES PARA MINIMIZAR 5U PERDIDA

Daymara Rodriguez-Alfonso', Minam Isidron-Perez’, Dubiel Alfonso-Gonzalez',

aria J. Grajal-Martin?, Jose |. Hormaza-Uroz® and Lizset Herrera-sidron®

‘Laboratono d= Bioteoroioga Vegetal, Urpeersidad Agraria de La Iiabana. km 23 % Autopesta Macianal. 32700, San Jos2 de las Laps, Mayabegue,

Cuba *Instituto Canario de Irvestigacsones Agranas, Apartada G0. 38200, La
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SUMMARY

Conservation of plant genetio resowrces [PER) = essendal fo preserse
dversity and In prowide genes for plant breeding. Thes paper 2mes=es the
ounienl slas of piseapple PER dieersity in Coba 2nd actons are pioposed
1o minimire the loss of dreersty. in sy Gversity was evaluated through
field tnps to different kocalions acrass the couniry, evidence was Tound thal
pneapple germplaszm dwersity = lom Only thiez [Spaneh, Cryenne and
Prerrambucr) out of the five hortiooiteal groups of thes crop e |presently
planted at Coba. Red Spansh i the predomirant oulirear, 2nd While Pneapple
is an endangered one. The: highes! drezrsity was found at the Ezsiem region,
where it was passihle bo find 21 kzasi bwo different cubtrars from each of thess
thiee groups. The ez sily pineapple collection conlans 56 accessions, 45 &
belong 1o the Spanish group, 20 % fo Cayenne and 14 % fo Pemamibuoa, whik:
the rest are bybods, mproved ouliiars and athey relited species. Thieats of
dversity loss wene deniified by the Research- Sction-Partopation. methed
Farmers and experts agreed that growing of the mos! common multvars is
besng abardoned ard consesquently, thene is high nzk of les= of o s dversity.
Resullz docement the low dieersity of pineapple geneso resoerces i the
oouniry and the peed o use m sty and ex siby consereton approaches as

complementary drateges for gaimplasm preseraton for futer: generations

ndex wmds: Ananas comosus, & SEy oonservabon, gemmplesm, m
sity ponseTvaton

RESUMEN

la oonsereacidn de s recunsos fnogenéticos (RFG) es esencial para
preserva la dreersidad y proporoonar genes paea o mepmamienio de planias
Esle trzhajo evabia o estade achal de l diversidad de RFG de pifia =n Cuba
¥ [Prapone 2o0Rnes paIr mnimea s pedida. La diversdad i sity oe evaled
& lrawés de prospenciones en dierentes lugmes del paiz, o qoe exidenon que
|2 dreermdad dell germioplasma de b paha es baga. Sk tnes [Espatol, Cayema
¥ Pemambucano) de los onco grepos herlicolas de este cubtres se culinan
en b mla Expafioh Rop es el cubisear predominanie y Fifa Elanca estd m
pebpin de extinodn. La doversidad foe mayor en la regidn onental. donde fue
|pasbie encontiar 2l menos dos cubiranes disrenies de cadauno de esios nes

concidieron en que se abandona #f cubvg de los cufinares mis comunes y,
| consiquienie, exisle un alta nesga de péndida de diversidad i sile. Los
resulizdos documentan |2 kap diversidad de recursos genéticos depita en o
iz y la mecesdad de wtiizar mfoques de conzenvacidn tanio i sity poma ex

=iy como estralepas oomplemen s para [ preseraaciin del gemoplis ma
P2 |2 generaciones fubwas

Falabras dre- 4 nanas comoswrs, conser@oion = sty germoplasma,
COMGENTION N St

INTRODUCTION

Conservation and sustainable management of plant ge
netic resources for food and agriculture [PGRFA) are neces
sary o guarantes food security for fufure generation=. In
tihwe PGRFA confext, genetic resounce conservation can be
performed both in situ and ex sitw, and both are comple
mentary epproaches. n sitw conservation refers to the pre
5a'ua1jm1ufnalurd ecasysiems and habitats to quarantes
continuity of evolulionary processes is guaranteed, this
could include the preservation of traditional cultivars (“on
farm” consenation), and associated traditional aghicultural
methods and knowledoe of local farmers. Local producers
heve played a key role in the creation, maintenance and
prommation of genetic diversity, and they have developed
skills to meet ther specific needs ke quality, resistance 1o
pests and pathogens, and adaptation to different soils, wa
ter availability smd warying climate (Vemaooy and Halewood,
HNE) Ex situ consservation refers to the storage of genetic
material im germplasm collections (e g vegetatie field co
llectices, seeds o in witro culiure banks)

Fineaoole (Ananas comosws L. Memill. 2n =2 =501 is a
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Genetic diversity of Cuban pineapple germplasm assessed by AFLP Markers
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Abstract - The Cuwban praeannle permplemn collecion reprenants the penetic dhversity of pimegppie califvated M thar coursry and
Includer ather mportans penaipoes obirined from the sermpiasm colecions i Brazl and Marfinique The collection has predousy
Deen chavaciertzed with morphological descripiors bt a maleciiar charackerzation has been lacking. With thiz aim, J6 5ix genofypes
o A comosns and one o Bromeala pingun were anafyead with a fodal of [ 91 AFLP markars. A dendrogram that reprasers fie seneic
relaionsips deheean thece samples based on e AFLP reswits showed a ioe el gf diversily in the Cuban pineapple collection. A
Araras compss accestions, bemg the mgority obitained from femers i differen restons m Cuba, e grouped of disfiaces Jower
tham 020, Molecnlar characierization wis i e with morphological chargcierization. These reswl'ls ave gLl b Breeding and

COMSEVATN PUITOSES.
Ky words: mdecular mariers, Goo@ssions, Ananas.

INTRODUCTION

Pineapple (dnanar comosus (L) Merr) is an important
crop for many couniries in Cepiral and South America as
well as in the Asia-Pacifc repion. Most of the pineapple
production is based on a few leading cultivars, such as
Smooth Cayenne apd MD2. In Cuba, Spanish cultivars
are predominant.

Pineapple sermiplasm is maimtained i several collactions
aroued the world. The most important are the collections
maintained by EMBRAPA/CHEMF, in Cruz das Almas,
Brazil, by CIRAD-FLHOR, in Martinique, and the USDA
collection, in Hawaii. These cellectipns have been partially
characterizad with morphological descriptors (Leal et al.
19384, Daval and Coppens d'Eeckenbmgges 1993, Femaina
and Cabral 1993, Doval et al. 1998). Coba maintaimns a
smiall but still impartant collection, smce it represents the
genetic diversity of the coltvated pineapple in that country.
Most of the genotypes in the Cuban pineapple germplasm
collection at the Bioplants Center (Ciego de Awila, Cuba)
havve been obtaiped from farmers or thoough exchanzes with
other collections (Isidron =t al. 2003).

Aradbya et al. {1994) and De Wald et al. {1992} have
previonsly wsed isezyme polymerphism in the geons
Ananars to clarify taxonomical aspects. However, the
scope of these studies is limited due to the low oumber
of markers. Later, Dhawal et al. {2001} and Chawal et al.
(2003} nsed EFLP markers and chloroplast genatypes or
genoma to study genstic diversity in Angnas. Three hun-
dred and ooe accessions moluding all dnaras species and
fhe related species Preudognanas sagenarins were testad.
This technique revealed a higher level of polymorphizm
simce 41 % of the probes were polymorphic. Based on
these studies, Coppens d"Eeckenbruggs and Laal (2001
have proposed a simplification for the pineapple classifica-
tion. In this new classification, the seven dnanas spaciss
proposad by Smith apd Downs (1979 are downgraded to
the level of five botamical varieties of 4. comaosu:.

AFLP markers (Vos et al. 19953) have alse been
widely used to stady diversity in several species such as
Arabidopsis (Breyoe et al. 1988, coffee (Coulibaly et
al 2003), Rubnr (Marulanda et al. 2007) and Jaropha
curcas (Santos et al. 2010). The techoigue has also been
employved to identify vareties o pineapple (Leal ef al.

1 ﬁ—u&h&ﬁ@bn@h-hhtﬂm%hhﬁmmm
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::v:;v e Smple Sequence Repeats (S5R3 ] 250 known 25 muctosatellites, Bave not bees usend extrasvely to study
the genetic Sversity of paeapple (Anss comesus (L) Merrill), In this work the performance of rusting
""“"m"m”" Pl pple spectc mucotateilite peimens and of praners bised oo muToselite squence INfemation
Accopend 23 March 2013 fromAnsee: froseans (1) Merrid are evaliated fof 1 moleculit ChIrICTerzateen of pese aple greo.
types, OF the 20 mucrosatelide primer pars ecincally Geveloped for puneapple peevioasdly reported in
“"": the literatare, cnly six were wsefsd in this stody: two could be used Sanctly and four coukt be used after
Anones lrumeas tedesign of the primers. n 200N, 10 A5ALO0L New PIEnet DA Weie Sesgned bised on A & aTeo.
“_"""'”""" tus (1) Mernill sequences deposited i Centunk, i ofder 1o tudy thes tassterabilty (o pineappie. A
Melorsdar marken total of 10 SSRs weee Saully selecing 3t Jowed the detrction of 26 potymoephic diedes o 6 Sfierent
Cavmplom pise ppie penotypes, Tepresenting the man prowus of vareties of this (rop, Jveragag L6 abieley docus,
Avetage expecied hetrrazypondy (He) was 0,56, 3nd Jvetage otrerved hetercr ypouty (Ho) was 047,
1o was lower Bun Me o over Bt of the studiend locl, Accoeding to Wrght's fiaation ades (1) thete s
2 heterazygote defiar @ s lod (GOT) Average penetic similarey Detween the studied genotypes was
07 5% The usr of the SSE markers deacsibed @ (s work will Jllow the optimg 2ion of pawe appie cultivar

nngerzrinting and diversay stadies i germplaen collecuons,
© 2013 Kisevier RV, AR rigaes prserved,
1. Introduction macrodontes Morren (tetraploid, 2n« &x- 100) A, comosus would

Piseapple (Anenas comasus 1, Merrill, 2n« 2x« 50) is the mont
widely known species of the cultivated members of the Hromeli.
aceae, Altheugh rutive from Sowuth America & is currently grown
in tropical, subtropical and mild climate regions worldwide due
10 ks adaprability, resistance to drought and easiness of propaga.
tion peotocols (Semih and Downs, 1976 Coppens dErckenbrugge
and Leal, 2003), Exhibiting 3 delicate taste, thiz tropical fralt enjoys
widespread consumer acceptince whether fresh or processed and
has, In addition, found some medicingl applications (Sanmewski,
2007 ), Total world peoduction in 2010 has reached close o 20 mil.
lion tons with Brazd, Thadand, Philippines Costa Rika and China
producing about 50K of the world production making pmeapple
the third tropical frult crop in production after basunas and carus
(FAOSTAT 2012),

Recently, Coppens dEeckenbrugpe and leal (2003) have
revised pineapple taxonceny, proposing one genus, Ananas, with
two species A comosss (L) Merr, (diploid, 2n<2x<50) and A,

» Comenpumndong suthor, Tol. o 34 2000000 Lan 34 2 200CN
£ wad add o (s slos b oo (1 Harmaral

OUM AIRT - o fromt mantor © 2017 Darvier AV AL nghts soserved
Mo o/ VOO G s 20130000

inchade five botanical varieties: comosus, enensscides, p guazen.
s wecnfolius, and broctearss The cultivated pineapple varieties
are included In var. comosus and they are usually clissified n
five phenctypic groups (Py et al, 1587; Paull and Duaste, 2011 )
Spanish, Queen, Abacaxi or Permumboco, Cayenne and Malpure or
Perolera. A numnber of differern morphological, biochemical and
nucieic acid-based markers have been employed to characterze
pineapple germplasm Morpholopeal markers have, for imstance,
been extensively applied to analyze the diversity of Impoetant

pineapple collections, including these of EMBRAPA 1n Cnur das
Nenas, Beazil, with over 700 accessions, USDA in Hawail and CIRAD.
FLHOR i Marimique with 600 aceessions (Leal et 2l 1586 Feerrira
and Cabral, 1963; Duval et 3l 1997 Coppens d Eeckenbeugpe et al,
2000). Akhough blochemical markers such as isazymes have also
been uied 1o dentify pineapple varieties and resolve taxoncenic
ambiguities, only 3 hand&l of isoerzymatic systems are capable of
delivering acceptable performance i this species, and even those
are ron sufficiently polymoeephic (DeWald et 2l 1992; Aradhya
et al, 1954),

Nuclele acd - based markers have, on the cther hasd, enjoyed
much greater success in the field of pineapple genetics (Carlier
et al, 2007) For instance, ARLP markers have been used in the
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Cryol.etters 22, 77-90 (2001)
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Application of cryopreservation techniques of pineapple (Ananas comosus (L.) Merr) germplasm
for long-term storage. Martinez-Montero. ME'. Gonzalez-Arnao, MT?. Benega, R'. Martinez, J'and
Engelmann, F’. ‘Centro de Bioplantas, UNICA, Car Moron km9. CP 69450, Ciego de Avila, Cuba:
Universidad de la Habana, Fac de Biologia, Calle 25 e/ I y J, Vedado. La Habana, Cuba; ‘IPGRI,
Via delle Sette Chiese 142, 00145 Rome. Italy.

The application of cryopreservation techniques to pineapple germplasm could help to overcome
various problems for this crop. Storage at ultralow-temperature of pineapple apices constitutes an
alternative for this crop since its germplasm is normally stored in field genebanks that are prone to
disease, or damage through natural disaster and need very high maintenance. Long-term storage in
liquid nitrogen of pineapple ovules would facilitate crossing of plants grown at different places and/or
with different flowering periods It would also reduce contamination risks resulting from exchange of

85
s T s T e s s s e s e e e B

plants between breeders nationally and intemnationally. Moreover. cryopreservation of pineapple
calluses could provide a means of effective source of material when in vitro screening of germplasm
for fusariose disease would be attempted. The aim of the current presentation is to report the suitability
of application cryopreservation protocols for pineapple apices, ovules and embryogenic calluses

Vitrification procedure was used successfully to storage apices sampled from in vitro plantlets and
ovules excised from ovary of inflorescence, and simplified freezing process was applied to calluses of
pineapple. With apices, optimal conditions included a 2-d preculture on solid medium supplemented
with 0.3M sucrose, loading for 25min at 25°C in liquid medium with 0.4M sucrose + 2M glycerol,
treatment with PVS3 vitrification solution at 0°C for 7h before rapid immersion in liquid nitrogen

Fully developed plantlets could be obtained from cryopreserved apices. With ovules the protocol
included a 12h preculture in liquid medium with 0.3M sucrose, loading treatment for 25min at 25°C in
medium with 0.4M sucrose + 2M glycerol, treatment with PVS3 at 0°C for 90min before direct
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ESTRATEGIA CRIOGENICA PARA EL ESTABLECIMIENTO
DE UN BANCO DE GERMOPLASMA DE PINA
(Ananas comosus var. Comosus)

Crvogenic strategy for the establishment of a germplasm
bank of pineapple (4Ananas comosus var. Comosus)

Ariel Villalobos Olivera'™, Roberto Méndez Pelegrin’,

Lelurlys Napoles Borrero?, Justo Gonzalez Olmedo?,

Alitza Iglesias Alfonso?, Julia Martinez Rodriguez?,

René C. Rodriguez Escriba?, Gustavo Y. Lorente GonzaleZ?,
Nicolas Quintana Bernabé', Romelio Rodriguez Sanchez?,
Fernanda Vidigal Duarte Souza® y Marcos E. Martinez Montero?

ABSTRACT. In pineapple bave been uzed ayopresemvaiion
protocels based on a vimification procedure. However,
the influence of some technical fachors & still unkoown
to achieve a safegy cryopgsnic roufine application to a
wide ranze of genoiypes. Furthermors, there has been no
histological apalysis i display any stmachmal changes during
a process of cryopreservation. In the pressnt investigation
different technical aspects of a cryogenic sategy are
determined o increase survival levels Tom the apexes to
immersion in Hoquwid mimoeen. These were: fype of apex,
consisting of 3-2 leaf primordia with an approximate size
of 1,5-3mm:; precultare .3 mol L sucrose; application of
the loading solutomn 0,4 meol L-'+2 0.4 mol L' mal glycarel:
application temperapore of the wimfcation selution PYVS1 at
0 =C for 420 min. The analysis of the display of stnactural
chapgss in the cryopressrved apices revealed that the
meristamatc cells in the apical doms apd leaf primordia
io formation, suffersd few cellular alterations and kept
almaost infact its morpho-physiological characteristics in
the best conditions of survival. The method of vitrification
was applisd successfully fior 9 acceszioms of the in viop
genebank of Bioplant center. This i ao Important step for
the establishment of a gens baok for lopg-term colitvation
of pmeapple.

BESUMEN. En la pifia 52 hap utilizade protocolos
de crisconservacion basades en un procedimisnto de
vitrificacion. 5in embargo, g2 descomoce A la influendia
de algunos factores tecnicos para lograr una E5tr.i'ragu
Emgenmaconmayh:aunndf rutina a un amplio mame o
d= genotipes. Ademaz hasta la fecha, no = han realizado
ningun amalizsis histologice para visualizar cambios
psimuciurales durante un procedimisnio de crieconservacion.
En la presente investigacion se determinaron diferentes
mamsﬁmmmgmﬂmm
hsmmmﬂmmﬂaahmm
nitrogeno Lquido. Estmfu&mn.rq:mdeup::e COMEST pOr
3-4 primordios foliares con un famate aproximade de
2.5-3mm; preculiiveg en 0.3 mol L' de sacaresa; aplicacion
de la sohecion de carga 0,4 mal L'+2 0.4 mol L glceral;
temperatura de aplicacion de la solucion vitrificadora P52
20 °C durante 420 min El analtsis de 1a visnalizacion ds los
cambios estracturales ocummides en los apices cicconsevadios
revelo que las células meristematica presentes en el domo
apical v los primordios foliares en formacion, sufrisron
pocas alteraciones cehalares v manfirvieron casi iofacta sus
caractensticas morfo-fisiolozica en s mejores condirionss de
supervivencia Seaplico de marera exitasa un procedimisnto
de witrificacion para mueve accesiones del banco de
germeplazma in vige del centro de Bioplaotas. Lo antersor
Constitoye una imporiante etapa pan &l sstablecimienio de
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CARACTERIZACION DEL GERMOPLASMA DE F!ﬁIA
COLECTADO EN CUBA MEDIANTE PROSPECCION
NACIONAL: I. LOCALIZACION, DIVERSIDAD GENETICA

Y SITUACION ACTUAL

Miriam Isidrén®, Yamila Rosales, A. Pifferrer, A. Cisneros,

R. Benega y Carol Carvajal

ABSTRACT. An important effort to collect pinsapple
g=nofypes m Cuba and mscoe the biggest spedss gnshic
diversity, by means of natonal prospecting, bas besn pads
during the latest years. A pumber of 39 accesions were
codleced, many of them recopmized and describad fior the firss
time i Coba In pereral temms, the callacted accsssians conld
b divided imfo thres main proaps: Cayenns, Fed Spanish and
Pemamtnuca, the Fed Spanish being the predonmrant varisry.
The white pinsappls or Cuban pmsapple is resmicted to a foa
farmers, that is wity its perpenmty could be in danger Some
rypes of Cayvenne were collected. “Cabezora™ or Puerio Fico
pineapple 15 only grown m Holzum and in some local foms of
(Guammnamg. The mam pi Erowing area belomes to the
siae secior, mamby in Ciesn de Asdla. Even thoushif is poszible
to find farmers with ooch Taining on pinsapple crop, there is
oot 3 greal mmditen I areas of the onddle and the west paris
of Coba. Some difficuifies as to planfation managsment and
plant disease conmaol are sll detected. Fammers iressure up
the biggest part of the culiivated pmeapple diversity m the
couniry. The accessions placed in the pmeapple acive
garmplasm bank will be pressrved for ifts shedy and uze oo
fuiure penetic breedng works.

INTRODUCCION

Los recursos fitogensticos parala almentaciony la
agricultura constituyen ka base biclogica de la seguridad
alimentaria mundial, y contribuyen al sustento de todas
las personas en la Tierma. Estos recursos son la materia

D O Miciam lsididn, Professn Tooka, A Cisced, Do cador,
DeiC B Bencgs, lvestigador Auxilarn, Cassl Carvijil, Epecialnis del
Departamesin de Gendlica, Centm de Bioplintes de L Univermidal 4
Cizge de Avila (INICA) Camsieri & Morda km 9, Ciggo de Avila
CP 68450, Yanda Resales y Ma T A Filferes Invelligadons Agregs-
dei dz] Labusmiors Peovinsial de Biolecsnlogia Vegetal, Gavela
Fuoatal 41, Holguin CF B0L0D

o misidrmondiasin: ok alo o

pecciones naciomales, los genotipos de pifa presentes en e
PAs ¥ rescatar 1a mayor diversidad genetica posibie de1a

rie, e ha venido desamrollando en los 1itimos abos. Se logm b
colect de 39 acresionss en el temitorss rocional, nmchas da be
cuales sa recogen ¥ describen por primen ver en Ciba. T
forma geneml. 1as accesiones colertads pueden inchiirse er
res grupes fimdamentales; Cayena, E roja y Pemambaca
Lavaniedad predominanss es 1a Espanolaroja. La Pifia blanca ¢
Pifa de Cuba esta cirnmscrita 2 unes pocos productonss, pa
Io qquee praesde pediprar su perpernidad. Se coleciron indhvidoos
de distinios tipos de Cayena lisa. Bl colfver Cabezona o Pusric
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prima mas importante de los fitomejoradores y el aports
mias imprescandible para los agricuttores (1),

La pifia (Ananss comasus (L) Merml) es uno de los
prncipales utales del mundo. Es cultvada con el finde
satisfacer necesidades almentarias de la poblacion y
constituye ademas un mportante renglon para las eco-
nomias locales (21

Las bases genéticas con que cuenta & pais eneste
genero son insuficientes. Cuba no se encuentra en las
regiones de onigen de esta especie; sin embarpgo, & cul-
tivo de la pifiia se remonta desde finales del siglo XX con
la enirada de immigrantes del Caribe y oiras paries de
America, los cuales tuvieron asentamientos en algunas




ESTABLECIMIENTO Y VALIDACION DE LA COLECCION
NUCLEO DEL GERMOPLASMA CUBANO DE PINA
(ANANAS COMOSUS L.) Y ESPECIES AFINES

Daymara Rodripner Alfonszo’, hMiriam Isidron Perezr!, Odab= Barrios Govin?, Luey Andraca Collazo!
v Loila Fundora Mayor®

RESTAEN

Las coleccones micles jusgan 1um inportsnte papel en el muanejo v comservacion de los recursos pensticos.
Se establece una coleccion micleo pars el germoplasmea oultivado de piia en Cuba, partiends de los resultados
obtenidos de 1a caracterizacion morfoagrondnnica de 48 accesiones de la coleccion base. Se realizo un Analisis
de Conglomeradosa partir de los descripiores seleccipnados, sizmiendo el criterio de apmupsmiento de Ward y
se efactud mma saleccion estratificads de las accesiones. Para validar 1a coleccion se comproba que la diversidad
molerular seleccionads five adeonads. La reprecentatividad de 1z wenabilidsd de los ambisos ouanfitstives y
cualitatives se verifico a tmaves del coeficients de Dhiwan v de la comrelacion de Speanman. respectivamente. El
patron de variabilidad de la coleccion evidencio fres clases. comespondienses confres de los prupos horticulturales
reportades. E1 ACP demostro la baja varishilidad penstica presente en el germoplasma de pifia. Se seleccionaron
16 accesiones para conformar el nicles, donde se maximizg la distancia genética, especialments expresada por
los SSE. El criterio del ourador v La distribucion geografica peritieron una seleccon adecuada de los materiales,
N 51 Fran mayorna proceden de la region Oriensal. Los valores de la variabilidad tanfo cusntitatva (Dhiwan
oo modificado 87 % v Dhiwan modificade 112 %) como cualitagva (Bs=0.980**) demosiraron La certeza en la
seleccion La coleccion macles inchryd, ademss de L accesionss cultivadas, res especies sfines, que represento &l
33,3 % de la colecdon base comespondients.

Palabras claves: dnanas comosnus, coleccion micleo, permoplasma de pitia

Eztablishinent and validation of core collection fromm Cuban germplazim of pineapple
(Ananas comesus L) and related species

ABSTRACT

Core collections are nsefinl tools for mansgement and preserving of genetc mesowces. A core collection for
the coltivated permplasm of pineapple was established fom the resuls obtsined on the morphossronomical
charactenizaton of 48 accessions of the base collection 4 Clhster Anslysis was camied ont with the descripiors
salected Sollowins the criterion of Ward's cluster, and a siratified selection of the accessions was also performed

M Sc Daymara Rodrigues Alfonso, Profesora-Investizadora del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, Facultad
de Apronorma, Universidad Agrana de La Habana
Tnzmmie de Imrestizacionss Fundamentales en Asrionirs Tropical “Alejandro de Himboldt™ (TNIEAT), Calle 2,
esquina 3 1, Sanfago de Las Vagas, Boyeros, CB 17200, La Habana
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Genetic Characterization of the Cuban Pineapple Collection by RAPT

Daymam Redriguer”, Miram sdra’, Josd 1. Homazs', Sandra Palf’, Podro Villhr', Maria Jest Capl®
! Bintecknology labomiory, Agromomic Facalty, Agraran Universky of Havam, Cuba *Email:

EE “La Mayom™ C5IC, Alganmbe Costa, Malaga, 9750 Spain
Cmnnln.du:n.ufa.ﬁgmm: Heszarrhes. Smin
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rollection, some genomic experiments were developed at Agronomic Famlty in Agrarian Universiy of Havama,
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Innowacion Tecnologica Vol 17, No. 4, octubre-diciembre 2011 (IS5N 1025-6504)

Evaluacion del comportamiento de plantas in vitro de pifa (Ananas comosus
(L) Memr.) hibrido CBCE-116 con diferentes tipos de sustratos en la fase de
aclimatizacion. “aluation of pineaple {(Ananas comosus (L) Mem.) hybrid
CBCE-116 in wifro plants with different types of substrates in the acclimatization
phase.

Ing. Meysis Pérez-Fernandez
Dr. C. Lydia Galindo-Menendez.
Ing. Mirfam Pelaez-Pelasz

Téc. Eblis Rodriguez-Obradaor

RESUMEN

El trabajo s2 desamolla en la fase de aclimatizacion de la Universidad de Las
Tunas, en el periodo comprendido desde € 21 de junic hasta e 20 de
septiembre del 2007, con & objetivo de evaluar el comportamiento de plantas in
vitro de pifia (Ananas comosus (L) Memr.), en e hibrido CBCE-116 con
diferentes combinaciones de  sustratos organicos. Los  sustratos ufilizados
fueron: Humus de Loméxiz, Cachaza v Zeolita con diferentes proporciones. Se
evaluaron cinco fratamientos. Las variables fisiologicas evaluadas fueron:
porcentaje de supervivencia, nimero de hojas activas, ancho v largo de hoja
D, diametro del tallo, longitud maxima, media y ndmero de raices. peso fresco,
seco de las hojas y raices. Los resultados fundamentales obtenidos
demuestran que el mejor tratamiento fue cachaza 100 % en porcentaje de
supervivencia. en la mayoria de las variables fisiologicas estudiadas vy
valoracion economica.

Palabras claves: aclimatizacion, Ananas comasus, cachaza, humus de lombriz,
plantas in wiro.

ABSTRACT

This work was developed in the acclimatization phase of the University Center
of Las Tunas, in the period from June 21 to  September 30 of 2007, with the
objective to evaluate the behaviour of plants in wifro of pineapple (Ananas
comosus (L.) Merr.) hybrid CBCE-116 with different kinds and combination of
organic substrate. These substrate used were: casting of worms, filter cake and
zeolite in different proportions. There were evaluated five treatments. The
physiclogical evaluated varables were: percentage of survival, number of active
leaves, length and wide leaf “0¥, fresh and dry weight of leaves and roots,
diameter of the pseudostem, maximum length, medial length, root number,
weight, dry leaves and roots. The treatment with sugarcanse residuals or filter
cake had a 100 % effectiveness in economic valoration and most of the
phvsicloaical vanables studied.
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News From Cuba

Cryogenic Strategy For The Establishment Of Pineapple (Ananas Comosus L. Merrill)
Germplasm Bank At Bioplantas Centre (Cuba)

Martinez-Montero M. E.*. Mendez-Pelegrin R. & Martinez J.
Bioplantas Centre. Carretera a Morén Km 9 CP 69450 University of Ciego de Avila. Ciego de Avila. Cuba. Teléf:(53-
33)224016/225768. Fax: (53-33)266340. *e-mail for correspondence: marcosem@bioplantas.cu

Cryopreservation of pineapple tissue has been based on protocols using the vitrification procedure. However. further research
is necessary to identify the different technical factors required to obtain the appropriate cryogenic strategy for routine application
to a wide number of genotypes. Moreover, the visualization of structural changes during the development of a cryopreservation
procedure for pineapple has not been accomplished until now. For the above reasons in the present research different key technical
issues were determined during the establishment of a cryogenic strategy to induce dehydration tolerance to a highly concentrated
vitrification solution to improve the survival rates for in vitro grown shoot tips of pineapple after immersion in liquid nitrogen
(LN). The best established conditions were: type of shoot tip (consisted in meristematic dome area and 3-4 primordial leaves 2.5 —
3 mm in size); 2 days of preculture in 0.3 mol L™ sucrose; application of the loading solution (0.4 molL™ sucrose + 2 mol L!
glycerol) for 25 min at 25°C: 7 hours of dehydration at 0°C with plant vitrification solution number three (PVS3: 50% w/v
glycerol + 50% w/v sucrose). With these best conditions. histological analysis of the structural changes of cryopreserved pineapple
shoot tips revealed that only cells localized in the meristematic area and in young leaf primordia had a few cellular alterations
while their morpho-physiological characteristics remained almost intact. Moreover, the vitrification procedure was successfully
applied to nine accessions of the in vitro collection at Bioplantas Centre. These results constitute a very important step in the

Session Il Crop Management

Some sustainable practices in pineapple cultivation in Cuba

Isidron|Miriam (1). Rodriguez Daymara (1), Valera Evelyn (1), Roque Ariannys (1). Isaac Elizabeth (2). Hinds D (3)

(1) Universidad Agraria de La Habana. Autopista Nacional km 23, San José de Las Lajas. La Habana, Cuba, (2) Centro de Magnetismo,
Universidad de Oriente, Cuba, (3) Organic Pineapple Working Group.(OPWG-ISHS). Guadalajara, Meéxico, biotec@isch.edu.cu

Pineapple cultivation has been a tradition of Cuban farmers since 1850 or even before that; stories counted by old farmers said that it was one of
a well appreciated food for Cuban fighters, in the liberation war developed two centuries ago. The main cultivar used is cv. Red Spanish. There
are two main clones of Red Spanish: “Pinarefia type” and "Camagiieyana type”. both with reddish green leaves and oval fiuit shape, deep
"eves", but different in spine distribution on leaf margins (more regular and curved in “Camagiievana™) and more vigorous plants in the same
type. Soils used on pineapple farms in Cuba are very diverse: sandy soils, loam. red or black clay soils, someones over limestone rocks or other
different ones. Propagation materials are mainly slips, collected three-five months after fruit harvest. Chemical fertilization is not a common
practice, but organic products are used such as humus, "cachaza" (a by-product from sugar cane waste). Weed control and moisture
conservation is favoured by mulching with squashed sugar cane stems placed between pineapple plants rows. Some biological control practices
of pests are rather frequent. as for example: Trichoderma viridis for control of Phytophthora parasitica var. nicotianae. the main fungal disease
in Cuban pineapple plantations. Other serious diseases such as Penicillium sp or Fusarium subglutinans have not been detected in Cuba. Some
insects from Simphylia class and the fruit borer Strymon megarus have also not been seen so far. Some types of Scarabicidae family
(Phylophaga, Ciclosephala and Anomala) are well represented. being named as named "Gallegos™ by the farmers, who use simple light traps to
catch the adults of these pests at night. with very good results. The biological control with Beauveria bessiana 1s also sometimes used. Some
other practices are related to intercropping with banana, plantain, other fimit plants (mango. avocado, annonaceae) or tropical tubers (cassava,
sweet potatoes or yam), mostly done under family agriculture conditions on farms called "conucos”. These are often located on hilly lands,
where level curves are used fo aveid soil erosion. Some of these practices have helped farmers to produce pineapple at lower costs and under
more sustainable conditions.
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‘Red Spanish’ Continues to be "the Queen" of Pineapples Cultivated in Cuba

Miriam Isidron Pérez 1, Aroldo Cisneros Peiia 2, Yamila Rosales Simonnot3, Argelio Pi Ferrer Escalona3 .
1. Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Agronomia, Universidad Agraria de La Habana, Cuba. biotec@isch.edu.cu

2. Centro de Bioplantas, Universidad de Ciego de Avila, Cuba.

3. Jardin Botanico, Ministerio de Ciencia y Tecnologia, Holguin, Cuba.

In a national national effort to identify the pineapple cultivars being grown in Cuba, prospecting was done throughout the
country and 59 accessions were collected. The collecting expeditions were made between 1998 and 2005 in 13 of the 14 provinces
in the country and included 24 municipalities. The sampling showed that 'Red Spanish' was the main cultivar present in the fields
in the country. More than 92% of the prospected areas (including governmental enterprises, small or larger farms and small
family yards) support their pineapple production growing 'Red Spanish'. There were two principal clones of ‘Red Spanish’ and
both have reddish green leaves, an oval fruit shape, and deep eyes. The Camagiieyana type can be distinguished from the
Pinareiia type by the more regular and curved spine distribution on the leaf margins and the greater vigor shown by this clone.
Some differences in crown forms were observed, particularly the presence of small crowns adjacent to the principal one, but there
were no fasciation in any of the ‘Red Spanish’ accessions. Soils used in pineapple farms in Cuba are very diverse and include
sandy, loam, and red and black clays. Some soils are over limestone rocks or other parent materials, but we always found
well-developed 'Red Spanish' plants if there were no drainage problems, nutritional deficiencies or high pH conditions in the field.
We found commercial plantings of 'Red Spanish’ pineapple growing from sea level up to 1200 m, but better plants grow around 25
to 250 m. No chemical fertilization 1s frequently used by farmers, organic composts and mulches were used in some places, and
irrigation practices are not usual. Some other pineapple cultivars were found in prospecting work including 'Smooth Cayenne',
'Cabezona’, 'Pifia Blanca' and 'Piiia de Cuba'. but none of the plantings were of commercial size. 'Pifia de Cuba' is threatened
because no more than 150 plants were encountered throughout the country, but that is a theme for another comment. All results
indicated that Red Spanish’ represents a very well adapted pineapple genotype in Cuba.

Estimating the Weight of Pineapple Fruits

Ing. Lorenzo Donis Garcia and Dr. Oscar Fernandez Garcia, Univercidad de Ciego de Avila, Cuba. E-mail:

pfa_lorenzod@agronomia.unica.cu
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Natiosal Pincapple Cermplasm Prospoction in Cuban Repablic
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LIBROS

La biotecnologia una herramienta en el mejoramiento de la pifa

Autores: Miriam Isidrén Pérez', Daymara R.udﬁgue;—ﬁlfunsnl, Guillemo Pérez Garcda’,
Marcos Martinez-Montero * v Lourdes Yabor Cabrera®

' Facultad de Agronomia, Unrversidad Agrana de La Habana

! Universidad de Ciego de Avila _

? Centro de Bioplantas, Universidad de Ciego de Avila

La pufia [dnanas comosus (L) Men] perfenece a lz farmha Bromeliaceas, esta es la mas
conoctda de las 2 921 especies agrupadas en 36 géneros que comprenden a2 la famiha
(Garcia ¥ Semano, 2003). Es el tercer frufal ropical con mayor importancia, despuss del
banano v los cincos. 5u producoion, a escals onmdial en el afio 2011 fue de 21 B85 383 1, en
el que destaca el conhnenfe asiafico conm @ 396 337 £ (30%% de la produccion), sepudo de
América con 6 901 T35 t, muentras que en Cuba fue da 70 920t (FAOSTAT, 2013).

El cultrvo de la pifia se realiza con el fin de sabisfacer necesidades ahmentanas de la
poblacion, debido 2 que sus firufos son mary apreclados por su excelente sabor en el consumeo
fresco v procesado, asi como por sus propledades culmanas v medicinales. En la actualidad,
en Cuba, su produccion para fruta fresca ha ganado un imporiante mercado denfro de
fronteras para la captacion de divisas, ¥ va ha comenzado una modesta exportacion de unas
500 t de frutz fresca bacia Furopa (Iiaha v Espafia), lo que podria ser la antesala de la
recuperzcion de los indices de exportacion, al 1gnal que en lz década del 50-60 del siglo 30
Esta fruta, lamada imcialmente 4rana (en Guarant), es ongmnana de las regiones tropicales
de Amenca del Sur, del centro v sureste de Brasil v noreste de Argentina v Paraguay.
Debido a su adaptabilidad, tolersncia a la sequiz v facil menejo del matenal de
propagacion, se culiva en las zomas fropicales v subtropicales de los cimco conbnentes
{Leal v Antoms, 1981).

Ez una Liliacea, monocotledones, herbacea v perenne. Presenta un tallo cubierto de hojas
lancecladas, las cuzles son envolventes v estan dispuestas en forma de espurzl, que pusden
estar provistas de espmas a lo large de las margenes, parcialmente disinbindas o estar
ausentes (tipo piping) con margenes wvohitos (Py er al., 1987). Otra caracterisiicas de las
hojas es que son Ligeramente concavas, lo que pernute conducir el agua de lluwna hacia la
roseta v ser almacenada la humedad en el tejide amifero, para cederla a la planta cuando
hav sequia (Bartholomew er gl , 20027,
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Cryopreservation of Tropical Plant Germplasm
with Vegetative Propagation — Review of
Sugarcane (Saccharum spp.) and Pineapple
(Ananas comusus (L.) Merrill) Cases

Marcos Edel Martimez-MMontero!, aria Teresa Gonzalez Amac? and

Florent Engelmarm®4

"University of Cicpo de Avila/Bioplantas Centre
Nniversidad Veracruzana,

ARD, LHIME DIAPC

*Bioversity International

'Cuba

2Mexico

IFrance

“Tealy

1. Introduction

Suparcane [Faccheren sp. hybrids) is a cop of major importance, which is oalbivated on a
large scale in topical and subfropical regioms primarly for its high sucrose content
Culbvated pineapple (Ananas comosus (L.) Merrill, which is now called Ansmas comesus var
comosus) belones to the farnily Bromeliaceae. It is economdcally the fourth most important
crop worldwide in termos of fopical froit producton and follows banana, mangoes and
citruas. Ome of the main drasvbacks faced by sugarcane and pimeapple azriculbare worldwide
is the vegstabve (i= asesual] nabare of its conventonal propazation. The consequence is
that plants in the fi=ld mast be replaced at intervals ranging from 1 #o 5 years, a process that
is costly, tediows and bme-consuming Furthermore, i the planting material is of low
gquality, yield: decrease and more bllage iz needed The cops are exposed to natural
dizasters, while the propazation system l=ads to systemic dizeass ransmission, and natural
selechon and plaguss also ke their toll. Moreover, the industry is in dramatic need of
planting material, which canmot be produced in suffident guantbes to mest the d=mamnd
using classical macropropagabion techrigues.

In witro culbare techmigues hawve been sxtensively developed amd applied for several
thousand plant spedes including suzarcans and pine=apple. Their uses are of high interect
for mulbiplication, conservation and transformation of plant germplasm. Indeed, they allow
the multiplication of plant material with high mulbiplication rates in an asephic epvitonmesnt,
reduction of space reguirements, s=mebc erpsionm is reduced under opbimal storaze
condifions, and mdrdmized of the expences in labour costs. Moregver, Hssue culbure systems

warALmtechopenucom



UNIVERSIDAD DE CIEGO DE AVILA
CENTRO DE BIOPLANTAS

ALGUNAS ORIENTACIONES TECNICAS ACERCA DEL ESTAEBLEIMIENTO Y
ATENCIONES AL CULTIVO DE LA PINA.
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%ﬁ ICIDCA

Il ETAPA.

Sustituir importaciones,

Crear fondos exportables o tradicionales,
Transferir tecnologias,

Y generalizar los resultados alcanzados,

Constituyen hoy una prioridad para el desarrolio
De la economia cubana.
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Centro Universitario “Vladimir 1lich Lenin”
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Facultad de Ciencias Agricolas

Titulo: Efectos de diferentes tiempos de inmersion y formas de
aplicacion de fosforina en plantas in vitro de pifia (Ananas
comosus L. Merr. ) hibrido CBCE- 116.

Autor: Julio César Herndndez Corria
Tutores: Dra C. Lydia Galindo Menéndez.
Ing. Neysis Pérez Ferndndez
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Titulo: Comportamiento de plantas in vitro de pifia (Ananas
comosus (L.) Merrill) hibrido CBCE-116 con diferentes tipos de

sustratos en la fase de aclimatizacion.

Autor: Madelin Barroso Martinez.

Tutores: Dra.C. Lydia Galindo Menéndez.

Ing. Neysis Pérez Fernandez

Las Tunas, 2007
“Afo 49 de la Revolucion ™
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Titulo: Evaluacion del comportamiento de plantas in vitro de pifia
(Ananas comosus (L) Merr.) hibrido CBCE-116 con diferentes tipos de
sustratos en la fase de aclimatizacion.

Autor: Miriam Peldez Peldez
Tutores: Dra C. Lydia Galindo Menéndez.
Ing. Neysis Pérez Ferndndez
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(L.) Merrill) hibrido CBCE-116 en la fase de aclimatizacion de la

Universidad de Las Tunas.

Tesis en opcion al titulo de Master en Ciencias Agricolas

Autora: Ing. Neysis Pérez Fernandez
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Tesis presentada en opcion al Tituio de Maestro en Biologia Vegetal, Mencion
Biotecnologia Vegetal.

Titulo: Utilizacion de biorreguladores en las
fases de multiplicacion y enraizamiento /n
vitro de dos hibridos cubanos de pina
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