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Introduccién.

Las poliaminas putrescina, espermidina y espermina son compuestos nitrogenados alifaticos
que actualmente se consideran como reguladores del crecimiento y desarrollo de plantas
por su efecto demostrado sobre el crecimiento, la division y la diferenciacion celular a bajas
concentraciones. Por su caracter policationico pueden unirse a moléculas cargadas
negativamente tales como &cidos nucleicos, proteinas o fosfolipidos, alterando la expresion
génica y la actividad de ciertos enzimas, asi como variando la fluidez y la permeabilidad de
las membranas biolégicas. En algin caso, las poliaminas actian como reserva de nitrégeno,
constituyendo la Unica fuente del mismo. Su biosintesis estd muy relacionada con la de la
fitohormona gaseosa etileno, ya que la S-adenosilmetionina es el intermediario comun de
ambas rutas metabdlicas, por tal motivo transciende la importancia de su conocimiento en
le proceso de induccién floral de la pifia (Ananas comosus (L.) Merr) al estar determinado
por altos niveles de etileno enddgeno. Este proceso actualmente se lleva acabo mediante
la aplicacién de productos comerciales que posibilitan la liberaciéon de etileno y con ello
obtener altos porcentajes de floracion y de forma homogénea, esto permite programar la
produccion de acuerdo a las necesidades del mercado incrementando los beneficios a los
productores. Sin embargo poco se conoce sobre la relacién entre el metabolismo de las
poliaminas y el etileno en el cultivo de la pifia, por lo que una caracterizacion del
metabolismo poliamina etileno en el proceso de induccion floral de plantas de pifia (Ananas
comosus (L.) Merr) cv. Cayena lisa obtenidas por cultivo in Vitro bajo la acciéon del Ethrel
480 (acido 2 cloroethil fosfénico) en condiciones inductivas no favorables de verano
posibilitaria explicar el proceso de induccion floral, y contribuiria a manejar con mayor
efectividad el empleo de reguladores del crecimiento en plantas de pifia cv. Cayena lisa y
asi aumentar los porcentajes de floracién.

Materiales y Métodos.

La investigacion se realizé en dos fases una de campo y otra de laboratorio. La primera fase
consistié en la aplicacion del Ethrel 480 (acido 2- cloroetil fosfénico) a razén de 350 mg L™
con doble aplicacion en el verano (condiciones inductivas no favorables), mientras que la
segunda consistio en la determinacion de las variables bioquimicas en estudio.

La fase de laboratorio se realizé en el Centro de Bioplantas, Universidad de Ciego de Avila
Cuba y la Universidad Nacional de Costa Rica; ella consistié en la caracterizacion de los
indicadores bioquimicos asociados al proceso de induccion floral.

Como material vegetal se utilizé plantas de pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) cv. Cayena
lisa con 12 meses de edad. Las plantas contaban con una masa promedio de la hoja “D” de
80g.

Las aspersiones (aplicaciones) se realizaron en horas de la madrugada logrando una
entrega de 50mL/planta de solucién final, se utilizé para ello una asperjadora manual, a los



tratamientos se le agregé como coadyuvante urea al 2 % de y carbonato de calcio (CaCOs3)
al 0.5 % regulando el pH entre 8-9.

En cada caso se tomaron tres plantas por tratamiento con una frecuencia de 0, 12, 24, 36,
48, 60 y 72 horas. De ellas se tomaron las fracciones de aproximadamente 2 cm. del 4pice
del tallo a partir de la unién de éste con las hojas mas cercanas a la porcién apical o yema
Terminal. Estos segmentos se colocaron inmediatamente en nitrdgeno liquido, luego se
procedié a realizar un pool con las tres muestras por tratamiento, a partir de lo cual se
prosiguié segun la variable a estudiar.

Se determinaron los contenidos de poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) y
etileno.

Los indicadores bioquimicos analizados en el trabajo se expresan como las diferencias entre
el momento base del montaje del experimento y cada uno de los momentos de interés
durante el proceso de induccién floral.

Determinacion de poliaminas libres.

La extraccion y determinacion de poliaminas libres (putrescina, espermina y espermidina) se
realizé segun la técnica descrita por Flores y Galston (1982). Se utilizaron 0,5 g de tejido
(yemas) se aplicé una solucion de HCIO, (5 %) frio durante una hora en bafio de hielo.
Luego las muestras se centrifugan a 48000 rpm durante veinte minutos a 4 °C y el contenido
de poliaminas libres del sobrenadante se determinaron después de la benzoilacién con
cloruro de benzoilo, por HPLC en fase reserva con una columna C-18 de 4.6x250mn de 5
um de tamafio de particulas y eluidas con MeOH-H,O (64 %) a razon de flujo de 1 mL min™.
Las poliaminas benzoiladas fueron detectadas a 254 nm a una sensibilidad de 0,05
unidades de absorbancia a escala completa. La respuesta fue lineal para una concentracion
de la mezcla de poliaminas desde 0.1-1 mol L. Como estandar interno se utilizo
Diaminoheptano, el cual fue aplicado en la mezcla de patrones y las muestras en el
momento de la venzoilacién. En cada inyeccion se aplicé 20 ul de la muestra.

Determinacién de la produccidn de etileno.

Se tomaron 2g de tejido (yemas) que se colocaron inmediatamente en un vacutainier de 10
mL de capacidad, cerrados con tapa de rosca que garantizé hermeticidad. Las muestras
fueron incubadas durante 2 horas a 25°C, pasado ese tiempo se extrajo una alicuota de 1mL
de la atmdsfera interna de cada frasco con una jeringa Gas Tight Hamilton. Las alicuotas se
inyectaron en un cromatégrafo de gases Clarus 500 Perkin Elmer con una columna: DB-1,
60 m, 0,32 mm D.l., 1,0 um fase estacionaria. El resto de las las condiciones de la corrida
fueron: Gas portador: N, 8.0 psi (16 cm 's) Horno: 35 °C (3,0 min), 4 °C/min 50 °C, 45
°C/min, 200 °C (1,0 min). Detector: FID 250 °C Inyector: PSS 100 °C). Para ello se utilizé
una curva estandar de etileno. Todo segun la técnica descrita por Min X-J y Bartholomew
(1993).

Resultados y Discusion.

Bajo condiciones inductivas desfavorables del verano y con doble aplicacion del inductor
(figura 1 a), la putrescina mostr6 dos momentos de maxima acumulacion, a las 12 y 48
horas, respuesta dada inmediatamente después de aplicado el Ethrel. Estos resultados
sugieren que la produccién de etileno enddégeno por parte del Ethrel 480 favorecio la
acumulacion de los niveles de putrescina por presentar ambas rutas un precursor comun.
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Figura 1 Comportamiento en los niveles de poliaminas (Put, Epd) en plantas tratadas y no
tratadas con Ethrel 480 en el proceso de induccién floral bajo condiciones inductivas
desfavorables del verano. Las medias de las variantes ensayadas difieren significativamente
(*) o no (ns) en cada de una de las horas evaluadas segun prueba t de student para p <
0,05.

En este sentido la relacién existente entre las poliaminas y el etileno ha sido estudiada por
diversos autores (Lee y Chu 1992; Lutts y Bouharmont 1996; Turano et al., 1997; Tamai et
al., 1999; Locke et al., 2000; Cassol y Matto, 2003) con algunos criterios contradictorios al
considerar que la produccién de etileno no va acompafiada paralelamente de un
decrecimiento en los niveles de putrescina en plantas de mel6on con ACC oxidasa
antisentido. En plantas transgenicas (Martinez-Madrid et al., 2002; Metha et al., 2002)
observaron que las dos vias metabdlicas pueden operar simultaneamente en plantas in vivo,
lo que sugiriere en este caso que los niveles de s-adenosil-1-metionina (SAM) no llegan a
ser un factor limitante.

Estas diferencias pueden estar dadas de acuerdo a la especie, al estado de desarrollo de
las plantas y al procedimiento experimental (Gonzalez et al., 2004).

Resulta interesante sefialar el comportamiento de la putrescina en plantas no tratadas bajo
condiciones inductivas no favorables del verano, al mostrar tendencias similares a las
plantas tratadas, aunque con valores inferiores. Esto indica que la interpretacién de la
relacién produccién/ emision de etileno y las poliaminas por los tejidos vegetales se torna
compleja en la medida que las plantas estan influenciadas por los diferentes factores
ambientales en todo su desarrollo. Existe alta influencia y en algunos casos dependencia de
ambas rutas metabdlicas provocada por las condiciones ambientales predominantes en
cada etapa del desarrollo del cultivo (Kende, 1993; Serodio, 2003),

El metabolismo de las poliaminas y en especial la putrescina, puede ser controlado por la
luz, y las temperaturas. Esta termorregulacién son el ambito de la enzima arginina
descarboxilasa (ADC), y asi la S- adenosil metionina (SAM) pudiera estar posiblemente
limitada en su disponibilidad por la acciéon de la enzima (Cruz et al., 1998; Tiburcio et al.,
1990).

En condiciones inductivas desfavorables del verano y con doble aplicacion los niveles de
espermidina en plantas tratadas son inferiores a las plantas no tratadas (figura 1b), mientras
que la espermina no fue detectada en plantas tratadas y su concentracion fue muy baja en
las no tratadas. Este resultado es interesante pues se sabe que al inhibir la sintesis de
espermidina se estimul6 la floraciébn en mango y se favorecié con ello la biosintesis de
etileno (Protacio., 1998).



Al considerar que el Ethrel 480 libera etileno enddgeno y que la presencia de altas
concentraciones de éste al principio del cultivo de células de la zanahoria en medio fresco y
libre de auxina redujo la formacion de poliaminas, y que al contrario, la inhibicion de la
biosintesis del etileno caus6 un aumento en la incorporacion de la metionina en espermidina
y espermina. (Roustan et al., 1994) se explica el comportamiento detectado en pifia.

De las tres poliaminas evaluadas la espermidina se detecté en muy bajas concentraciones lo
gue esté en correspondencia con su contenido en las plantas superiores segun lo plantado
por (Flores, 1990)

En la figura 2, se observa una razon superior de Put/Spd + Spm en plantas tratadas con
respecto a las no tratadas. Esta razon se hace superior en dos momentos debido a la doble
aplicacion del inductor.
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Figura 2. Razén Put/Epd, Epm) en plantas tratadas y no tratadas con Ethrel 480 en el
proceso de induccién floral bajo condiciones inductivas desfavorables en verano. Las
medias de las variantes ensayadas difieren significativamente (*) o no (ns) en cada de una
de las horas evaluadas segun prueba t de student para p< 0,05

Bacharach, (1993) propuso que una alta razén Put/Spd + Spm indican que las células estan
en activa division. El primer cambio morfoldégico notable que indica la transicion de un
meristemo vegetativo a otro reproductivo, es el aumento de la divisién celular en la zona
central inmediatamente inferior a la parte apical del meristemo vegetativo Weaver, (1980).

En otras especies como la cafia de azucar, Castillo (2000) evidencié el papel de las
poliaminas en la embriogénesis somatica, principalmente la relacion Put/Spd + Spm. Se
reconoce ademas que esta relacion puede modular los procesos morfogenéticos en
interaccion con otras hormonas del crecimiento de las plantas. Li y Burrit (2003) encontraron
una baja razén Put/Spd en lineas isogénicas de Dactylis glomerata L.

Revilla et al., (1996, 1998) en Olea europaea demostraron que a medida que aumentaba la
edad fisiologica de los explantos, tiene lugar un descenso en los niveles de las poliaminas
totales y que la relacion Put/Spd+Spm es superior en materiales juveniles que en materiales
adultos.

En plantas de pifia cv Cayena lisa, la razén Put/Spd+Spm marcé efectos de la aplicacion de
Ethrel 480 como inductor de la floracion. Los méaximos valores de esta relacién estuvieron
asociados a los momentos de aplicacion del florigeno. La reiterada vinculacion de las
poliaminas con los niveles enddgenos de etileno, requiere de comprobacién en este estudio.



Determinacién de la produccidn de etileno.

La liberacion de etileno enddégeno en condiciones inductivas del verano después de
realizado el tratamiento de induccion floral con Ethrel 480 se muestra en la figura 3. Es
evidente la existencia de dos maximos a las 24 horas y 60 horas en plantas tratadas,
aspecto este que coincide con el comportamiento de la putrescina en iguales condiciones de
induccion.
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Figura 3 Comportamiento de la liberacién de etileno en plantas tratadas y no tratadas con
Ethrel 480 en el proceso de induccion floral bajo condiciones inductivas desfavorables del
verano. Las medias de las variantes ensayadas difieren significativamente (*) o no (ns) en
cada de una de las horas evaluadas segun prueba t de student para p< 0,05.

En este sentido es razonable pensar que las plantas tratadas con Ethrel 480 incrementaran
la produccién de etileno cuando se favorece su sintesis y se inhiben los niveles de
espermidina y espermina con una acumulacion de putrescina. En estas plantas se debi6
estimular la floracién, ya que un nivel particular de etileno o razén de produccién del mismo
y de las poliaminas pueden regular la floracion como parte de un ensamblaje de metabolitos
regulatorios (Galston y Kaur-Sawhaey., 1990).

Se ha propuesto que la sintesis de etileno en plantas requiere de contactos con las
membranas celulares funcionales: por lo que bajas o altas temperaturas por tiempos
prolongados pudieran causar dafios temporales en las mismas y con ello inhibiciéon de la
sintesis de etileno (Sanewski, 1998).

En plantas de pifia cultivar Cayena lisa con estrés hidrico, la produccién de etileno y la
oxidasa del ACC en tejidos de hojas y tallos resulté ser menor que la observada en plantas
testigo y ninguno de los dos tratamientos promovio la floracién natural (Minx y Bartholomew.,
2005).
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