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RESUMEN

Las bromelias son plantas ornamentales muy atracti-
vas por la coloracion de sus hojas y la belleza de sus
inflorescencias. Dentro de ellas las Vrieseas es uno de
los géneros de mayor interés comercial. Cuando se de-
sean introducir nuevos hibridos en el mercado, las técni-
cas de propagacion tradicional son insuficientes, por lo
que resultan de gran interés las técnicas de propagacion
in vitro. Con el objetivo de establecer un protocolo para
la aclimatizacion de brotes de Vriesea propagados in
vitro en Sistemas de Inmersion Temporal se evalud el
efecto de la aplicacion del brasinoesteroide MHS5 en la
supervivencia y calidad de los brotes. La integracion de
los resultados constituyen los procedimientos elemen-
tales para un protocolo de aclimatizacion de brotes de
Vriesea propagados con el empleo de la técnica de in-
mersion temporal.

Palabras claves: bromelias, reguladores del crecimien-
to, ornamentales.

ABSTRACT

Bromeliads are very atractive ornamental plants be-
cause of their leaves coloration and the beautiful of
its inflorescense. Among these plants, the FVrieseas is a
genere of great commercial interest. When we wish to
introduce new hybrids in the trade market, the technique
of tradicional propagation are limited, for its the tech-
nique of in vitro propagation have great interest. With
the aim of stablishing an in vitro aclimatization protocol
of Vriesa shoots propagation in the Temporary Immer-
sion System, the effect of brassinosteroids MH5 were
evaluated for the survival and quality of shoots. The
integration of these results are the elemental procedure
for an in vitro aclimatization protocole of Vriesea shoots
propagation with the use of temporary immersion tech-
nique.

Key words: bromeliads, growth regulators, ornamen-
tals.

INTRODUCCION

Las Bromelias se propagan de forma tanto natural
a través de la via sexual como de la asexual, pero
ambas vias presentan problemas.

El desarrollo de las técnicas de micropropa-
gacion ha tenido resultados altamente ventajosos en la
propagacion rapida y con calidad de genotipos élites.
Los protocolos de propagacion in vitro de las Brome-
lias se han establecidos a partir del cultivo de apices,
yemas axilares y explantes de hojas provenientes de
plantas adultas (Pierik y Sprenkles, 1991), del cultivo
de plantas a partir de la germinacion de las semillas in
vitro (Mercier y Kerbauy, 1997; Alves y Guerra, 2001),
y por la formacion de yemas adventicias a partir de la
parte basal de las hojas removidas de cultivos asépticos
(Carneiro ef al., 1999). Todos estos protocolos presen-
tan como desventajas los bajos coeficientes de multi-
plicacion, el alto costo de la mano de obra y la escasa
posibilidad de automatizacion.
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Los Brasinoesteroides (BRAS) son un grupo
natural de esteroides polihidroxilados que fueron origi-
nalmente aislados del polen de Brassica napus (L.) en
1979 (Creelman y Mullet, 1997). Se caracterizan por
producir la estimulacion del crecimiento vegetal, el au-
mento de los rendimientos y la produccion de biomasa
en diferentes cultivos y el aceleramiento de la madura-
cion de la cosecha, ademas de atenuar los efectos del
estrés ambiental (Nufiez, 1999; Gonzéalez- Olmedo et
al., 2005D).

Los brasinosteroides como reguladores del
crecimiento en vegetales son capaces de influir en di-
ferentes procesos fisiologicos a muy bajas concentra-
ciones, por lo que ha sido de gran interés cientifico-téc-
nico el empleo de andlogos de brasinoesteroides en la
Biotecnologia vegetal cubana, por sus efectos sobre la
elongacion, la division celular, el desarrollo vascular y
el reproductivo (Nuilez y Robaina, 2000).

El presente trabajo se desarrollo con el objeti-
vo de evaluar diferentes concentraciones de brasinoes-
teroide MHS en la aclimatizacion de brotes de Friesea
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propagados in vitro, en Sistemas de Inmersion Tempo-
ral.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

lantas cultivadas in vitro de un hibrido de FVriesea,

Bromelia Ornamental, proveniente del Laboratorio
Comercial SBW de Holanda. Se utilizaron grupos de
2-3 brotes, las hojas de los brotes se removieron y se
cortaron a una altura de 1.5 cm desde la base.

El medio de cultivo fue el MS modificado.
Para todos los experimentos, el pH del medio de cultivo
se ajusto a 5.8 previo la esterilizacion por autoclave, la
temperatura de esterilizacion fue 121 °C y una presion
de 118 kPa. EI tiempo de esterilizacion estuvo en co-
rrespondencia con el volumen de medio que se empled
en cada caso.

Se emplearon los Sistemas de Inmersion Tem-
poral (SIT) previamente descritos por Escalona et al.,
(1999). Las condiciones del cultivo en el estante de in-
mersion temporal fueron de 25 + 1 °C de temperatura,
un flujo de Fotones Fotosintéticos de 30-40 pmol.m™.s™!
y un foto periodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

Como indicadores de calidad se evaluaron la
coloracion de los brotes, altura de los brotes, nimero de
hojas por brote, nimero de raices por brote, asi como la
masa fresca y la masa seca. Para la determinacion de la
masa seca los brotes se colocaron durante 72 horas a 70
°C en estufa de conveccion (HSA) hasta llegar a un peso
constante.

Efecto de la aplicacion del andlogo del Brasinoeste-
roides (MHS) en la supervivencia y en los indicado-
res morfologicos de calidad de las plantas, durante la
aclimatizacion de los brotes de Vriesea

Para desarrollar este experimento se emplearon
brotes de Vriesea proliferados y desarrollados segun las
condiciones experimentales establecidas anteriormente.
Se emplearon SIT de 1500 ml de capacidad y el volu-
men de medio de cultivo por explante fue de 42.8 ml.
Al finalizar la fase de crecimiento en el medio MS todos
los brotes se agruparon y se clasificaron en competentes
(brotes mayores de 3 cm) y no competentes (menores
de 3 cm), solo pasaron a la fase de aclimatizacion los
brotes mayores de 3 cm de longitud.

Como sustrato se emple6 una mezcla de zeoli-
ta + fibra de coco en una proporcion (1:1, v:v) en ban-
dejas de 144 huecos (52.5 (L) x 29.5 (A) x 4 (A) cm)
y se colocaron en una camara de crecimiento. Con el
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empleo de un sistema automatico de riego se logré una
humedad relativa promedio de 85 %. Todas las medicio-
nes ambientales se realizaron con un equipo CIRAS-2
(Sistema Portatil de Fotosintesis, Europa, PP Systems,
UK) acoplado a una cubeta universal (PLC6). La fase
de aclimatizacion se desarrollo durante 45 dias.

A todos los brotes se le aplico polvo enraiza-
dor como inductor de la formacion de raices ex vitro. El
polvo contenia 4cido indol butirico (AIB) a una concen-
tracion de 492,12 pmol.mol”!

En este experimento se evaluaron diferentes
concentraciones de MHS5: 0.0, 0.021, 0.107 y 0.216
pmol.litroL'. El MHS se asperj6 foliarmente a los 7,
14, 28 y 45 dias de crecimiento en la fase ex vitro.

El analogo de brasinoesteroides MHS5 es una
formulacion producida por el Centro de Estudios de
Productos Naturales de la Facultad de Quimica de la
Universidad de la Habana, la cual tiene como ingre-
diente activo un analogo espirostanico trihidroxilado
de brasinoesteroides (C,,OH,,, MM=462.606) en una
concentracion de 1 mg ml'.

El experimento cont6 con cuatro tratamientos
cada uno con tres repeticiones. En cada repeticion se
utilizaron 30 plantas para un total de 90 plantas por tra-
tamiento. La supervivencia de las plantas se evaluo de
forma dinamica a los 7, 14, 28 y 49 dias. A los 49 dias
se evaluaron las siguientes variables: altura de la planta,
numero de hojas, numero de raices, masa fresca y masa
seca.

Se utilizo el utilitario estadistico SPSS (version
11.5 para Windows). Para el procesamiento estadistico
de los datos se emplearon pruebas paramétricas y no pa-
ramétricas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la aplicacion del andlogo de Brasinoeste-
roides (MHS5) en la supervivencia y en los indicado-
res morfologicos de calidad de las plantas en la acli-
matizacion de los brotes de Vriesea

En el Cuadro 1 se muestran los porcentajes de super-
vivencia de las plantas de Vriesea durante los 49
dias de crecimiento en la fase de aclimatizacion. A partir
de los catorce dias comienza a declinar este indicador y
los niveles mas bajos de supervivencia se presentaron
al final de la evaluacion. A los 28 y 49 dias se encon-
traron diferencias significativas entre la supervivencia
de las plantas que se les aplicé el MHS y el control sin
aplicacion de este regulador. Los porcentajes mas bajos
(66 %) lo presentaron las plantas que no recibieron la
aplicacion del analogo de brasinoesteroides al finalizar
esta fase.
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Cuadro 1: Efectos de las aplicaciones del anidlogo de brasinoesteroides MHS
sobre la supervivencia de plantas de Vriesea durante los 49 dias
en la fase de aclimatizacion.

Concentracion de

Supervivencia (%)

MH5
(umol.l") 7 dias 14 dias 28 dias 49 dias.
0 100 97 87.00 b 66.00 b
0.021 100 98 96.00 a 88.00 a
0.107 100 97 92.00 a 84.00 a
0.216 100 99 95.00 a 87.00 a

ES 0 7.32 7.84 8.16
Significacion. NS NS * *

Medias con letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas para
un grado de confiabilidad del 5 % para la prueba de Student-Newman—Keuls. (n=3)

Al analizar los indicadores de calidad de las
plantas a los 49 dias de la aclimatizacion se observo un
aumento significativo en el nimero de raices y hojas de
los brotes en los tratamientos donde se aplicé el MHS.
La mayor concentracion de brasinoesteroides provoco
un aumento significativo de la masa fresca de los brotes

en comparacion con el valor alcanzado por este indica-
dor en los grupos control y MH5 0.021 pmol.I"'. Con
relacion a la longitud de los brotes y la masa seca no se
encontraron diferencias estadisticas entre los diferentes
tratamientos (Cuadro 2).

Cuadro 2: Efecto de las aplicaciones del analogo de brasinoesteroides MHS sobre la calidad mor-
fologica de los brotes de Vriesea a los 49 dias de la fase de aclimatizacion.

Concentracion de MHS 1 gp6itud/  Ndmerode Nimerode Masa fresca/ Masa seca/
(nmol.I") brote raices/brote  hojas/brote brote (g) brote (g)

0 5.16 1.89b 113b 039b 0.03

0.021 5.04 3.06 a 119 ab 0.34b 0.04

0.107 5.05 2.62 a 12.1 ab 0.42 ab 0.04

0.216 5.36 3.00a 12.7 a 0.50 a 0.04

ES 0.08 0.09 0.15 0.01 0.001

Significacion NS * * * NS

Medias con letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas para un grado de confiabilidad

del 5% para la prueba de Tukey (n=30).

La transicion desde el cultivo in vitro a la casa
de cultivo es la fase final de cada esquema en la micro-
propagacion. En el cultivo in vitro el ambiente se carac-
teriza por una alta humedad relativa, baja intensidad lu-
minica, limitado intercambio de gases, exposicion a una
fuente externa de carbono y por lo general altos niveles
hormonales. Todos estos factores conducen a cambios
estructurales y funcionales en la fisiologia de las plan-
tas. En las primeras semanas después de la transferencia
al ambiente ex vitro, las plantas deben adaptarse a nue-
vas condiciones de crecimiento y tienen que desarrollar

una fisiologia normal y funcional del sistema radical
(Debergh et al., 2000).

Para acelerar el proceso de aclimatizacion de
las Vrieseas se utilizo el enraizamiento ex vitro con el
empleo de polvo enraizador. Aunque en la micropro-
pagacion el enraizamiento in vifro es una practica co-
mun, se ha podido comprobar que en general las raices
durante esta etapa son poco funcionales y tienen poca
influencia en la aclimatizacion (Daquinta, 1998; Preece
y Sutter, 1991).

Para evaluar el nivel de supervivencia de las
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plantas de Vriesea provenientes de la inmersion tem-
poral se emple6 como sustrato una mezcla de zeolita
+ fibra de coco con el objetivo de facilitar la aireacion
del entorno radical y favorecer la diferenciacion de las
raices. La presencia de oxigeno en esta zona es un factor
importante para la diferenciacion y posterior emision de
las mismas. Por lo general las Bromeliaceae son muy
sensibles a la falta de aireacion en el sustrato (Baensch
y Baensch, 1996).

A los 49 dias de la aclimatizacion todos los
tratamientos mostraron la presencia de raices, lo cual
apoya el efecto positivo que jugo la aplicacion del polvo
enraizador sobre esta variable morfologica.

Las plantas cuando van a la aclimatizacion ex
vitro, presentan problemas de desecacion debido a la
pérdida de agua foliar y a la toma restringida de la mis-
ma por la incapacidad de las raices en los primeros mo-
mentos. Esta es una de las principales causas de muerte
de las plantas cuando se trasladan a condiciones ex vitro
(Preece y Sutter, 1991).

En el proceso de aclimatizacion de las plan-
tulas de Vriesea, las primeras muertes se detectaron a
partir de los 28 dias. Esta evidencia de adaptabilidad
durante los primeros momentos de la salida ex vitro,
presumiblemente se debe a la alta capacidad de alma-
cenaje de agua y una mayor eficiencia en la utilizacion
de la misma, caracteristica fisiologica importante en la
familia Bromeliaceae (Medina et al., 1989).

Por otra parte, las plantas que fueron asperja-
das con MHS5 mostraron la menor mortalidad. Esto pu-
diera estar relacionado con las propiedades anti-estrés
de este regulador. Entre las diversas funciones que se le
reconocen a los brasinoesteroides, estan el aumento de
la resistencia a las plagas y enfermedades y a diferentes
factores de estrés como la alta salinidad, sequia, bajas y
altas temperaturas y agentes quimicos agresivos como
plaguicidas y herbicidas (Sasse, 1997). La aplicacion
del analogo de brasinoesteroides MHS5 a la concentra-
cion de 0.216 pmol.L" anulé el porcentaje de plantas de
banano FHIA-18 con manchas en las hojas como con-
secuencia del estrés térmico a que estuvieron expuestas
(Gonzalez-Olmedo et al., 2005a). Tanto es esta espe-
cie como en pifia se demostro el efecto antiestresante
de MHS por la reduccion de los contenidos de prolina
libre (Gonzalez-Olmedo et al., 2005 b), probablemente
en Vriesea indujo similares efectos que contribuyeron a
los incrementos de la supervivencia de las plantas.

La aparicion de plantas muertas al final de la
etapa de aclimatizacion (49 dias) pudiera estar relacio-
nada con la inanicion de las mismas por agotamiento de
nutrientes en el sustrato u otras condiciones necesarias
a manipular en esta fase como son los niveles de lumi-
nosidad, temperatura, humedad relativa y fotoperiodo.
Es evidente que la presencia de raices a los 49 dias debe
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garantizar la completa adaptabilidad de estas plantas a
las condiciones de exteriores, por lo que la muerte por
causa de estrés debe ser descartado. Es por ello que el
proceso de aclimatizacion de estas plantas requiere de
estudios posteriores con vistas a mejorarlo.

La aplicacion de MHS a las tres concentracio-
nes que se ensayo, estimuld la formacion de raices y
el nimero de hojas de las plantas de Vriesea, lo cual
presupone un efecto sinérgico o aditivo con las auxi-
nas en dicho proceso. En plantulas de banano FHIA-
18 provenientes del cultivo in vitro y expuestas a estrés
térmico por altas y bajas temperaturas, la aplicacion del
MHS5 a la concentracion de 0.216 pmol.I'" aumento sig-
nificativamente el nimero de hojas, la altura, y la masa
fresca y no tuvo ningun efecto en el niimero de raices
(Gonzalez-Olmedo ef al., 2005a).

Los brasinosteriodes promovieron el enraiza-
miento en tallos clonados de Matricaria chamomilla, en
cortes de hipocotilo de soya, en posturas trasplantadas
de Pinus radiata y en posturas o plantas de remolacha,
trigo, maiz, tabaco y arroz. Ademas el tratamiento de
cortes de Picea abies con (22S, 23S)-28-homobrasino-
lido aceler?6 la formacion de raices adventicias (Ronsch
et al., 1993). Bishop y Yokota, (2001) informaron que
los brasinoesteroides estan involucrados en el gravitro-
fismo de la raiz de una forma dependiente con el acido
indol acético.

Los brasinoesteroides estan involucrados en
los procesos de alargamiento celular a través de sus
efectos sobre la expresion de genes y/o la actividad de
enzimas (Khripach et al., 2000). Estos compuestos ac-
tuan de manera sinérgica con las auxinas y aditivamente
con giberelinas (Katsumi, 1985). También se acepta si-
nergismo o efectos aditivos entre los brasinoesteroides
exogenos y otras hormonas de las plantas tales como las
auxinas, giberelinas, citoquininas, ABA y etileno, prin-
cipalmente en experimentos de elongacion (Piqueras y
Debergh, 1999).

Los cambios que se inducen en el crecimien-
to y desarrollo de las plantas por la aplicacion de los
brasinoesteriodes son el resultado de una cascada de
eventos bioquimicos, los cuales pueden ser iniciados
directamente sobre el genoma o a través de rutas que
no impliquen la accion directa de los genes. Ambas vias
asumen la participacion de un sistema de mensajeros
secundarios: una importante caracteristica es la capaci-
dad que tienen estos compuestos de actuar a extrema-
damente bajas concentraciones (Khripach et al., 2000).
También en este experimento la dosis mas baja de las
ensayadas estimulo buenos resultados, en especial en la
supervivencia y el follaje.

Por los resultados de este experimento es im-
portante destacar que en el proceso de aclimatizacion
de las plantas de Vriesea provenientes del cultivo en
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inmersion temporal, la aplicaciéon de auxinas (polvo
enraizador) y del brasinosteriode MHS promovio la ca-
lidad morfologica de las mismas, lo cual se tradujo en
un mayor nimero de raices, nimero de hojas y masa
fresca de los brotes. Se ha informado que las especies
del género Vriesea en su habitat natural son de muy len-
to crecimiento y desarrollo de alli que se requieran pe-
riodos de evaluacion mas prolongados. Los indicadores
de calidad antes mencionados sin duda deben garantizar
un adecuado proceso de crecimiento y desarrollo de las
plantas cuando las condiciones propias de aclimatiza-
cion sean establecidas.

CONCLUSION

n el proceso de aclimatizacion de las plantas de

Vriesea provenientes de SIT, la aplicacion de auxi-
nas (polvo enraizador) y del brasinoesteriode MH5 pro-
movi6 la calidad morfolégica de las mismas, lo cual se
tradujo en un mayor niimero de raices, nimero de hojas
y masa fresca de los brotes.
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