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RESUMEN

Las hojas de Moringa oleifera Lam. poseen varios constituyentes quimicos como:
aminodcidos, iones minerales, ascorbato, fitohormonas y metabolitos secundarios. Esto hace
que sus extractos se utilicen para potenciar el crecimiento de algunas plantas. Ademas, se le
adjudica actividad antimicrobiana frente a patdgenos de interés agricola. EIl presente trabajo
tuvo como objetivo evaluar el efecto del extracto acuoso obtenido de hojas de moringa en los
cambios morfoldgicos de las plantas de Ananas comosus var. comosus ‘MD-2’ en la etapa
inicial de la aclimatizacion. Se evaluo el efecto de la concentracion (diluciones de 1:4 y 1:8) y
el tiempo de inmersion (0, 24, 48 y 72 horas) en el extracto acuoso de moringa previo a la
aclimatizacion de plantas de pifia. Ademas, se comparé el extracto acuoso de moringa y el
Previcur® Energy LS 84 en la aclimatizacion de plantas de pifia. Con la inmersion de las plantas
de pifia por 24 y 48 horas en el extracto acuoso diluido 1:4 y por 72 horas en extracto acuoso
diluido 1:8 se logré el 100 % de supervivencia. Los indicadores morfoldgicos fueron mayores
con la inmersion de plantas de pifia por 72 horas en extracto acuoso diluido 1:8, luego de 42

dias en aclimatizacién. No se apreciaron diferencias significativas en los indicadores
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morfoldgicos de las plantas tratadas solo con Previcur® Energy LS 84 y con extracto acuoso
diluido 1:8. En estos tratamientos no se observaron sintomas visibles de enfermedades.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, la Moringa oleifera Lam. se ha utilizado ampliamente en la alimentacion
humana y animal, en la medicina tradicional, en la produccion de biodiesel y en la industria
farmacéutica y cosmética . Ademas, a sus extractos se les adjudican actividad
bioestimulante debido a que son ricos en aminoacidos, iones minerales, ascorbato y
fitohormonas ). Esto hace que favorezca el crecimiento de algunas plantas, lo que permite su
uso en distintas ramas de la agricultura. Sin embargo, en la mayoria de los estudios, los
extractos de hojas de moringa se han utilizado para estimular la germinacion de las semillas de
leguminosas y cereales, asi como evaluar su efecto en el crecimiento y desarrollo de las plantas
@7 La presencia en los extractos de moringa de fitoquimicos como cumarinas, flavonoides,
terpenoides, carotenoides, taninos y compuestos fenolicos le confiere actividad antimicrobiana
frente a patdgenos de interés agricola ¢-19),

La pifia (Ananas comosus var. comosus) es la tercera fruta de mayor produccién mundial. Posee
un agradable sabor y aroma, asi como vitaminas C, B1, B6, acido félico y minerales como el
K* @D, En el afio 2016, su produccién mundial ascendié a 25 809 038 toneladas y en Cuba a
48 501 toneladas 2. Para los paises productores de pifia y en particular para Cuba, la
deficiencia de material de propagacion es un problema que se presenta cuando se desea
fomentar nuevas areas o introducir una nueva variedad.

El hibrido ‘MD-2’ posee caracteristicas de gran importancia econdémica, como son los altos
rendimientos y la calidad de la fruta. Es uno de los cultivares con mayores volimenes de
importacion como fruta fresca en los mercados de Estados Unidos y la Unidn Europea (13).
Sin embargo, las plantas cultivadas en el campo promedian apenas dos propagulos por ciclo
productivo. Esto hace necesario establecer esquemas de produccién de semillas a través de la
biotecnologia y evaluar su introduccion en las condiciones de Cuba y, en especifico, del

territorio avilefio.



El desarrollo de las técnicas de micropropagacion ha tenido resultados altamente ventajosos en
la propagacion rapida y con calidad, de diversas especies de plantas econémicamente
importantes 4. En este entorno, el Centro de Bioplantas, desarrollé un protocolo de
micropropagacion basado en el uso del medio liquido y la tecnologia de inmersion temporal,
unido a la implementacion de un sistema semiautomatizado %, que posibilita reducir el tiempo
necesario para generar cantidades suficientes de vitroplantas destinadas a la creacion de bancos
de semillas basicas que permitan el fomento de plantaciones pifieras con semilla de alta calidad.
Una de las etapas determinantes en el protocolo general de propagacion es la aclimatizacion,
debido a que las plantas experimentan cambios fisioldgicos que pueden influir en las etapas
siguientes. La pifia posee un lento crecimiento, lo que dilata la duracion de esta fase. Ademas,
las plantas de pifia durante la aclimatizacion pueden verse afectadas por oomicetes y hongos
fitopatogenos, fundamentalmente, de los géneros Phytophtora, Fusarium y Rhizoctonia,
produciéndose pérdidas importantes ),

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del extracto acuoso obtenido a partir de hojas
de Moringa oleifera Lam. en los cambios morfologicos de las plantas de pifia ‘MD-2" en la

etapa inicial de la aclimatizacion.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal
El material vegetal de pifia (Ananas comosus var. comosus) ‘MD-2’ lo suministrd el
Laboratorio de Escalado y Transferencia Tecnologica del Centro de Bioplantas. Se utilizaron
plantas que provenian de la fase de enraizamiento in vitro (30 dias) y se encontraban en un
medio de cultivo que contenia: sales MS @7, 100 mg L de mioinositol, sacarosa al 30 g L™,
0,1 mg L* de tiamina-HCl y 2,69 pmol L* de acido naftalen acético (ANA).

Obtencidn y caracterizacion del extracto acuoso de hojas de moringa
Para obtener el extracto acuoso se utilizaron las hojas de Moringa oleifera Lam. cv.
Supergenius provenientes de plantas adultas de tres afios, crecidas en la Estacion Experimental
“Juan Tomas Roig”, Centro de Bioplantas, que poseian los componentes fitoquimicos que se

muestran en la Tabla 1.



Tabla 1. Componentes fitoquimicos detectados en las hojas de Moringa oleifera Lam. cv Supergenius

Compuesto Test o reactivo utilizado Hojas

Cumarinas volatiles NaOH +
Saponinas Formacion de espuma -
Triterpenos y esteroides Reaccion de Liebermann-Buchard +

Reaccion de Salkowski +
Flavonoides Reaccion de Shinoda -
Derivados antracénicos Reaccion de Borntrager -
Compuestos fendlicos FeCls +
Taninos Gelatina-NaCl -

- Ausencia del compuesto, + Presencia del compuesto.

Para la obtencion del extracto acuoso se molieron 400 g de masa fresca de hojas de moringa
con nitrégeno liquido en batidora comercial. La proporcion de material vegetal y agua fue de
1:2.5 (m:v). La extraccion se realizo durante una hora con agitacion y posteriormente se filtré
con gasa para eliminar el material vegetal. A continuacion, se centrifugd la muestra durante 20
minutos a 15 000 x g y se colectd el sobrenadante. Al extracto acuoso se le determiné la
concentracion de proteinas ®®, la concentracion de carbohidratos % y la concentracion de

compuestos fendlicos solubles @9 (Tabla 2).

Tabla 2. Caracterizacion del extracto acuoso obtenido a partir de hojas de Moringa oleifera Lam. cv

Supergenius

Extracto acuoso

Proteinas (mg g* MF) 8,27
Carbohidratos (mg g* MF) 53,8
Compuestos fendlicos (mg g MF) 6,50

(mg gt MF= Masa Fresca)

Efecto de la concentracion y el tiempo de inmersion en el extracto acuoso

de moringa en la aclimatizacion de plantas de pifia
Se seleccionaron plantas homogéneas enraizadas in vitro para su aclimatizacion, las cuales
poseian entre 0,8-1,62 g de masa fresca, 8-10 cm de longitud, 4-6 hojas y 3-4 raices, como
establece el instructivo técnico para la propagacion de la pifia del Centro de Bioplantas @Y. Se
prepararon dos disoluciones del extracto acuoso de moringa: extracto diluido cuatro veces (1:4)
y extracto diluido ocho veces (1:8). Las raices de las plantas se sumergieron durante: 0, 24, 48
y 72 horas en las disoluciones. Se utilizaron 7,5 mL de las diluciones del extracto

acuoso/planta.



Las mismas se colocaron el tiempo que durd la inmersion en camaras de cultivo (KOXKA;
mod. EC -1200F) con condiciones ambientales controladas. La temperatura (25+1 °C), flujo de
fotones fotosintéticos (FFF=80 pmol ms?) y humedad relativa (HR=70 %) se fijaron durante
todo el experimento para favorecer el desarrollo del cultivo, el fotoperiodo fue de 16 horas luz
y ocho horas de oscuridad.

Las plantas fueron sembradas en envases plasticos con un volumen de 222,59 cm® con mezcla
del sustrato tamizado de suelo Ferralitico Rojo y cachaza (derivado de la cafia de azucar) a una
proporcién de 1:1 (v/v). Las mismas fueron aclimatizadas en una casa de cultivo bajo
condiciones de 80+3 % de humedad relativa, 30£2 °C de temperatura, luz natural con flujo de
fotones fotosintéticos de 400+25 umol m?2s™ y condiciones atmosféricas de concentracion de
CO. y fotoperiodo natural. Estas se asperjaron cada 10 dias con una mezcla de fertilizante foliar
que contenia 16,0 g de N-P-K cristalino y 1,0 g de Multimicro Combi (Haifa Chemicals Ltd.,
Haifa Bay 26120).

A los 42 dias se determind la supervivencia (%) de las plantas como el cociente del nUmero de
plantas vivas al finalizar esta etapa entre el nimero inicial de plantas (30 plantas). Ademas, se
evaluaron los indicadores morfolégicos: masa fresca (g), masa seca (g), longitud de la planta

(cm), nimero de hojas, longitud de la raiz mas larga (cm) y nimero de raices por planta.

Comparacién del extracto acuoso de hojas de moringa y el Previcur®

Energy LS 84 en la aclimatizacion de plantas de pifia
Se disefiaron cuatro tratamientos: raices sumergidas en agua destilada durante 72 horas
(control), raices sumergidas en extracto de moringa diluido ocho veces (1:8) durante 72 horas,
raices sumergidas en Previcur® Energy LS 84 (Bayer CropScience, 1.0 ml-L™) durante tres
minutos y una combinacion de inmersion de las raices en extracto de moringa diluido ocho
veces (1:8) durante 72 horas y luego en Previcur Energy® durante tres minutos 2,
Las plantas fueron sembradas y cultivadas en las mismas condiciones que en el experimento

anterior. A los 42 dias se evaluaron los mismos indicadores descritos en el experimento anterior.

Analisis estadistico
En el procesamiento estadistico de los datos se utilizé el utilitario SPSS Version 21 para
Windows, SPSS Inc. Se utiliz6 el analisis de varianza (ANOVA) simple y bifactorial (tiempo
de inmersion y la dilucion del extracto acuoso). Las medias de los tratamientos se compararon

utilizando la prueba de rangos multiple de Tukey (p<0,05) previa comprobacién de los



supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas. En los indicadores supervivencia,
namero de hojas y nimero de raices fue necesaria la transformacion de los datos para lograr
los supuestos de las pruebas paramétricas realizadas. En ambos experimentos se utilizaron 30
plantas por tratamiento con un disefio experimental completamente aleatorizado. Los
experimentos se repitieron tres veces. El porcentaje de supervivencia representa el promedio
de las tres repeticiones (n=3). Para el resto de los indicadores evaluados cada planta fue
considerada como una unidad experimental y representa el promedio de todas las mediciones
individuales (n=90).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la concentracion y el tiempo de inmersion en el extracto acuoso

de moringa en la aclimatizacion de plantas de pifia
La Figura 1 muestra la supervivencia de plantas de pifia luego de 42 dias en aclimatizacion,
posterior a la inmersion de las plantas en extracto de Moringa oleifera Lam diluido cuatro (1:4)
y ocho veces (1:8) durante 24, 48 y 72 horas. Los mejores resultados se obtuvieron con la
inmersion de las raices de las plantas de pifia por 24 y 48 horas en el extracto acuoso diluido
1:4, sin diferencias significativas con la dilucion 1:8 por 72 horas. En estos tratamientos se
logro el 100 % de supervivencia de las plantas. Por otra parte, las plantas cuyas raices fueron
sumergidas en extracto acuoso de moringa (1:4) por 72 horas, disminuyeron significativamente
su porcentaje de supervivencia. Sin embargo, la dilucion (1:8) necesitd 72 horas de inmersion

para proporcionar un 100 % de supervivencia.
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Figura 1. Efecto del tiempo de inmersion de las raices de las plantas de Ananas comosus var.
comosus ‘MD-2’ en diluciones del extracto acuoso de hojas de Moringa oleifera Lam. cv Supergenius

en la supervivencia a los 42 dias en condiciones ambientales controladas

En las plantas que murieron durante el experimento se observd flacidez en las hojas con
sintomas de pudricién y coloracion parda-negruzca hacia la base de las hojas. Esto pudiera
estar asociado a la presencia de Phytophthora parasitica Dastur que es el principal patdgeno
que afecta al cultivo de la pifia ‘MD-2’ durante la aclimatizacion ). No obstante, es necesaria
la realizacion de analisis de laboratorio que permitan identificar si los dafios se deben a la
presencia de este patdgeno.

La Tabla 3 muestra los valores de los indicadores morfoldgicos de las plantas de pifia como
respuesta a diferentes tiempos de inmersion en diluciones del extracto acuoso de hojas de
moringa. El nimero de hojas y la masa fresca fueron significativamente superior cuando las
plantas se sumergieron por 72 horas en extracto diluido 1:8, sin diferencias estadisticas con el
resto de los tratamientos donde se utilizd el extracto acuoso de hojas de moringa,
independientemente de la dilucién y el tiempo de inmersion. La longitud de la planta alcanz6
los mayores valores cuando se utilizo el extracto diluido 1:4 por 48 horas y el extracto diluido
1:8 por 72 horas, sin diferencias estadisticas con los tratamientos donde se utilizé el extracto
acuoso de hojas de moringa independientemente del tiempo de inmersién. La longitud de la
raiz mas larga fue mayor cuando la inmersién en el extracto acuoso de hojas de moringa se

realizd por 48 y 72 horas, independientemente de la dilucién. La masa seca no mostro



diferencias significativas entre las diluciones utilizadas, excepto cuando la inmersion se realizé

en la dilucion 1:4 por 72 horas. El nimero de raices no mostro diferencia entre los tratamientos.

Tabla 3. Efecto del tiempo de inmersion y la dilucion del extracto acuoso de hojas de Moringa
oleifera Lam. cv Supergenius sobre indicadores morfoldgicos de plantas de Ananas comosus var.
comosus ‘“MD-2" luego de 42 dias en aclimatizacion

Dilucion Tiempo NuUmero de Longitud NUmero de Longitud Masa seca
extracto (horas) hojas planta (cm) raices raiz mas Masa (9)
0 larga (cm) fresca (9)
0 3,61 (13) b* 9,36 b 2,65 (7) 3,09b 3,78b 0,27b
14 24 3,74 (14) ab 11,51 ab 3,19b 4,02 ab 0,34 ab
2,65 (7)
48 3,74 (14) ab 13,88 a 3,83ab 4,77 ab 0,33ab
2,65 (7)
72 3,74 (14) ab 12,23 ab 4,07 ab 4,22 ab 0,30b
2,65 (7)
18 24 3,74 (14) ab 11,76 ab 3,18b 3,97ab 0,34 ab
2,65 (7)
48 3,87 (15) ab 11,47 ab 3,87ab 4,13 ab 0,31ab
2,65 (7)
72 4,13(17)a 14,48 a 2,83(8) 4,58 a 4,97 a 0,39a
ESx 0,24 1,7 NS 0,58 0,51 0,04

*Medias con letras desiguales difieren estadisticamente para cada indicador (n=90, ANOVA bifactorial; Tukey; p< 0,05). Para el
tratamiento estadistico, los datos de nimero de hojas y nimero raices se transformaron de acuerdo con x'= x°5. En la tabla se presentan los

datos transformados y entre paréntesis aparecen los datos originales

El hecho de que la inmersién en la mayor dilucion del extracto acuoso de moringa (1:8) a las
72 horas mostrara los mejores resultados, en cuanto a la supervivencia y los indicadores
morfoldgicos, pudiera estar relacionada con que la viscosidad de esta disolucion es menor, lo
que favorece la entrada del agua y la penetracion de iones minerales y otros nutrientes que
benefician el crecimiento. Por esta razon, se selecciond este tratamiento para continuar la
experimentacion debido a que la supervivencia y los indicadores morfolégicos evaluados en

las plantas mostraron una calidad superior.



Comparacion del extracto acuoso de hojas de moringa y el Previcur®

Energy LS 84 en la aclimatizacién de plantas de pifia

Luego de 42 dias de cultivo, la supervivencia de las plantas tratadas con
Previcur® Energy LS 84, extracto acuoso diluido ocho veces (1:8) y la combinacién de ambos
fue de 100 %; mientras que la del tratamiento control de 81 % (datos no mostrados).

En la Tabla 4 se muestran los valores de los indicadores morfolégicos de las plantas de pifia
como respuesta a la inmersion, previo a la aclimatizacion en el extracto acuoso de hojas de
Moringa oleifera Lam. y en el Previcur® Energy LS 84. La longitud de la planta y la longitud
de la raiz méas larga fueron superiores en las plantas tratadas con Previcur® Energy LS 84, sin
diferencias significativas con el extracto acuoso diluido 1:8. La masa fresca mostro los mejores
resultados en los tratamientos con Previcur® Energy LS 84 y el extracto acuoso diluido 1:8, sin
diferencias significativas con el control. Los indicadores nimero de hojas, numero de raices y

la masa seca no mostraron diferencias para los tratamientos evaluados.

Tabla 4. Indicadores morfoldgicos de las plantas de Ananas comosus var. comosus ‘MD-2’ en
respuesta a la inmersion en el extracto acuoso de hojas de Moringa oleifera Lam. cv Supergenius y en

Previcur®Energy LS 84, luego de 42 dias en aclimatizacion

Tratamiento NUmero Longitud NUmero Longitud raiz Masa Masa
hojas plantas (cm) Raices mas larga (cm)  fresca(g)  seca(g)

Control 3,74 (14) 9,38¢C 2,64 (7) 3,30b 339a 0,29
Extracto acuoso (1:8) 4,00 (16) 14,60 a 2,82 (8) 453a 3,55a 0,37
Previcur® Energy LS 84 4,00 (16) 15,35a 2,82(8) 495a 3,66 a 0,35
Extracto acuoso (2:8) + 4,00 (16) 12,30 b 2,64 (7) 2,60b 2,72b 0,25
Previcur® Energy LS 84
ESx NS 1,33 NS 0,52 0,24 NS

*Medias con letras desiguales difieren estadisticamente para cada indicador (=90, ANOVA de un factor; Tukey; p<0,05). Para el
tratamiento estadistico, los datos de nimero de hojas y nimero de raices se transformaron de acuerdo con x'= x°5. En la tabla se presentan

los datos transformados y entre paréntesis aparecen los datos originales

Los indicadores morfoldgicos de las plantas que se trataron con la inmersién durante 72 horas
en extracto acuoso diluido 1:8 seguido de tres minutos en Previcur® Energy LS 84 se vieron
afectados. Es posible que los compuestos fendlicos y los aminoacidos aromaticos de las
proteinas presentes en el extracto crudo de hojas de moringa interactuaran con el ingrediente
activo del Previcur® Energy LS 84 (propamocarb fosetilato) generando compuestos quimicos

del tipo de los fenilcarbamatos. Estos compuestos son reconocidos por tener actividad



herbicida y pueden actuar como inhibidores de la mitosis o del transporte de electrones en los
cloroplastos afectando del crecimiento de las plantas ©®.

Los resultados de esta investigacion demostraron el efecto beneficioso del extracto acuoso de
hojas de moringa sobre los indicadores morfoldgicos en la aclimatizacion de la pifia ‘MD-2’. El
contacto directo del extracto acuoso de hojas de moringa por 72 horas con las estructuras
absorbentes de las raices de las plantas de pifia ‘MD-2" pudo haber favorecido la entrada de
minerales y compuestos organicos presentes en el extracto. Algunos autores reconocen el
efecto estimulador del crecimiento de los extractos crudos acuosos de hojas de Moringa
oleifera Lam., asociado a la presencia de aminoécidos, iones minerales como K* y Ca?*, acido
ascorbico y compuestos fendlicos @4,

Ademas, cuando se aplico el extracto acuoso diluido 1:8, el Previcur® Energy LS 84 y la
combinacion de ambos tratamientos no se notaron sintomas visibles de enfermedades fungosas
que aparecen en esta etapa crucial de la aclimatizacion, donde se reconoce que la mayor
mortalidad de las plantas estd asociada a Phytophthora parasitica Dastur @6, Este
comportamiento observado con el extracto acuoso pudiera estar asociado a la presencia de

compuestos fendlicos (Tabla 1), los que poseen reconocida actividad antimicrobiana @),

CONCLUSIONES

El extracto acuoso de hojas de moringa favorecio la etapa inicial de la aclimatizacion de la pifia
‘MD-2’. La inmersién de las raices de las plantas de pifia por 72 horas en extracto acuoso
diluido ocho veces (1:8) beneficio el crecimiento de las plantas y no se apreciaron diferencias

con el Previcur®Energy LS 84.
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ABSTRACT

Moringa oleifera Lam. leaves have several chemical constituents such as: amino acids, mineral
ions, ascorbate, phytohormones and secondary metabolites. Consequently, these extracts can
be used to improve growth in other plants. In addition, it is awarded antimicrobial activity
against pathogens of agricultural interest. The objective of this work was to evaluate the effect
of the aqueous extract obtained from moringa leaves on the morphological changes of the
Ananas comosus var. comosus ‘MD-2’ plant in the initial stage of acclimatization. It was
evaluated the effect of the concentration (dilutions of 1:4 and 1:8) and the immersion time (0,
24, 48 and 72 hours) in the aqueous extract of moringa previous to the acclimatization of
pineapple seedlings. The aqueous extract of moringa and Previcur® Energy LS 84 was
compared in the acclimatization of pineapple seedlings. It was achieved 100 % survival with
the immersion of the pineapple seedlings for 24 and 48 hours in aqueous extract diluted 1:4
and for 72 hours in aqueous extract diluted 1:8. Morphological indicators were higher with the
immersion of pineapple seedlings for 72 hours in aqueous extract diluted 1:8, after 42 days in

acclimatization. Significant differences weren’t observed in morphological indicators for
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treated plants only with Previcur® Energy LS 84 and aqueous extract diluted 1:8. In these
treatments weren’t observed visible symptoms of diseases.

Key words: Ananas comosus, biochemical compounds, biostimulant, growth

INTRODUCTION

In recent years, the Moringa oleifera Lam., has been widely used in human and animal
nutrition, in traditional medicine, in the production of biodiesel and in the pharmaceutical and
cosmetic industry @2, In addition, their extracts are attributed biostimulant activity because
they are rich in amino acids, mineral ions, ascorbate, and phytohormones “%). This makes it
favor the growth of some plants, which allows its use in different branches of agriculture.
However, in most studies, extracts of moringa leaves have been used to stimulate germination
of legume and cereal seeds, as well as to evaluate their effect on plant growth and development
67 The presence in moringa extracts of phytochemicals such as coumarins, flavonoids,
terpenoids, carotenoids, tannins and phenolic compounds confers antimicrobial activity against
pathogens of agricultural interest ¢10),

The pineapple (Ananas comosus var. Comosus) is the third fruit with the highest production in
the world. It has a pleasant taste and aroma, as well as vitamins C, B1, B6, folic acid and
minerals such as K* 3, In 2016, its global production amounted to 25,809,038 tons and in
Cuba to 48,501 tons ®?. For pineapple producing countries and in particular for Cuba, the
deficiency of propagation material is a problem that arises when it is desired to promote new
areas or introduce a new variety.

The hybrid 'MD-2" has characteristics of great economic importance, such as high yields and
the quality of the fruit. It is one of the cultivars with the highest import volumes as fresh fruit
in the markets of the United States and the European Union ¥, However, plants grown in the
field average only two propagules per productive cycle. This makes it necessary to establish
schemes for the production of seeds through biotechnology and to evaluate their introduction
in the conditions of Cuba and specifically in Ciego de Avila territory.

The development of micropropagation techniques has had highly advantageous results in the
rapid and quality propagation of several economically important plant species ®¥. In this
environment, the Bioplant Center developed a micropropagation protocol based on the use of
liguid medium and temporary immersion technology together with the implementation of a

semi-automated system ®®, which makes it possible to reduce the time needed to generate



sufficient quantities of vitroplants destined to the creation of basic seeds banks that allow the
promotion of pineapple plantations with high quality seed.

Acclimatization is due to the fact that the plants undergo physiological changes that can
influence the following stages. The pineapple has a slow growth, which delays the duration of
this phase. In addition, pineapple plants during acclimatization can be affected by oomycetes
and phytopathogenic fungi, mainly of the genus Phytophtora, Fusarium and Rhizoctonia,
producing important losses 9,

The objective of this work was to evaluate the effect of aqueous extract obtained from leaves
of Moringa oleifera Lam. in the morphological changes of the pineapple plants 'MD-2" in the

initial stage of acclimatization.

MATERIALS AND METHIDS

Plant material
The plant material of pineapple (Ananas comosus var. Comosus) ‘MD-2" was supplied by the
Technological Scaling and Transfer Laboratory of the Bioplant Center. Plants that came from
the in vitro rooting stage (30 days) and were in a culture medium containing: MS salts ¢, 100
mg L™ of myo-inositol, sucrose at 30 g L, were used. , 1 mg L of thiamin-HCI and 2.69

pumol L of naphthalene acetic acid (ANA).

Obtaining and characterization of the aqueous extract of moringa leaves

To obtain the aqueous extract, the leaves of Moringa oleifera Lam were used. cv. Supergenius
from adult plants of three years grown in the “Juan Toméas Roig” Experimental Station, Center

of Bioplants that possessed the phytochemical components shown in Table 1.

Table 1. Phytochemical components detected in the leaves of Moringa oleifera Lam. cv Supergenius

Compound Test or reagent used Leaves

Volatile coumarins NaOH +

Saponins Foaming,

Triterpenes and steroids Liebermann-Buchard reaction +
Salkowski reaction +

Flavonoids Reaction of Shinoda

Anthracene derivatives Reaction of Borntrager

Phenolic compound FeCls +

Tannins Gelatine-NaCl

- Absence of the compound, + Presence of the compound



To obtain the aqueous extract, 400 g of fresh mass of moringa leaves were milled with liquid
nitrogen in a commercial blender. The proportion of plant material and water was 1:2.5 (m:v).
The extraction was carried out for one hour with agitation and then filtered with gauze to
eliminate the plant material. Next, the sample was centrifuged for 20 minutes at 15,000 x g and
the supernatant was collected. The concentration of proteins ®®, the concentration of
carbohydrates *® and the concentration of soluble phenolic compounds % were determined to
the aqueous extract and are shown in Table 2.

Table 2. Characterization of the aqueous extract obtained from leaves of Moringa oleifera Lam. cv

Supergenius

Aqueous extract

Proteins (mg g* MF) 8,27
Carbohydrates (mg g MF) 53,8
Phenolic compund (mg g* MF) 6,50

(mg g* MF= Fresh mass)

Effect of concentration and time immersion in aqueous extract of moringa

in the acclimatization of pineapple plants

Homogeneous plants rooted in vitro were selected for acclimatization, which had between 0.8-
1.62 g of fresh mass, 8-10 cm in length, 4-6 leaves and 3-4 roots, as established in the technical
instructions for the propagation of the pineapple of the Bioplants Center ?Y, Two solutions of
the agueous extract of moringa were prepared: extract diluted four times (1: 4) and extract
diluted eight times (1: 8). The roots of the plants were submerged during: 0, 24, 48 and 72
hours in the solutions. 7.5 mL of the dilutions of the aqueous extract/plant were used.

They were placed for the duration of the immersion in culture chambers (KOXKA, mod EC-
1200F) with controlled environmental conditions. Temperature (251 °C), photosynthetic
photon flux (PPF = 80 mol m?s?) and relative humidity (RH = 70 %) were fixed throughout
the experiment to promote crop growth, photoperiod it was of 16 light hours and eight hours
of darkness.

The plants were planted in plastic containers with a volume of 222.59 cm? with a mixture of
the sifted substrate of Ferralitic Red soil and filter cake (derived from sugarcane) at a ratio of
1: 1 (v/v). They were acclimatized in a house of culture under conditions of 80 + 3 % relative
humidity, 30 £ 2 °C temperature, natural light with photosynthetic photon flux of 400 £ 25

umol m?st and atmospheric conditions of concentration of CO, and natural photoperiod.



These were sprayed every 10 days with a foliar fertilizer mixture containing 16.0 g of
crystalline N-P-K and 1.0 g of Multimicro Combi (Haifa Chemicals Ltd., Haifa Bay 26120).

At 42 days the survival (%) of the plants was determined as the quotient of the number of live
plants at the end of this stage between the initial numbers of plants (30 plants). In addition, the
morphological indicators were evaluated: fresh mass (g), dry mass (g), length of the plant (cm),

number of leaves, length of the longest root (cm) and number of roots per plant.

Comparison of the aqueous abstract of moringa leaves and the Previcur®

Energy LS 84 in the aclimation of pineapple plants
Four treatments were designed: roots submerged in distilled water for 72 hours (control), roots
submerged in moringa extract diluted eight times (1: 8) for 72 hours, roots submerged in
Previcur® Energy LS 84 (Bayer CropScience, 1.0 ml) L) for three minutes and a combination
of immersion of the roots in moringa extract diluted eight times (1:8) for 72 hours and then in
Previcur Energy® for three minutes ?2),
The plants were sown and cultivated under the same conditions as in the previous experiment.

At 42 days, the same indicators described in the previous experiment were evaluated.

Statistical analysis
In the statistical processing of the data, the utility SPSS Version 21 for Windows, SPSS Inc.
was used. The analysis of variance (ANOVA) simple and bifactorial (immersion time and
dilution of the aqueous extract) was used. The means of the treatments were compared using
Tukey's multiple range test (p <0.05) after checking the assumptions of normality and
homogeneity of variances. In the indicators survival, number of leaves and number of roots it
was necessary to transform the data to achieve the assumptions of the parametric tests carried
out. In both experiments, 30 plants were used per treatment with a completely randomized
experimental design. The experiments were repeated three times. The percentage of survival
represents the average of the three repetitions (n=3). For the rest of the indicators evaluated,
each plant was considered as an experimental unit and represents the average of all the

individual measurements (n=90).



RESULTS AND DISCUSSION

Effect of the concentration and immersion time in the aqueous extract of

moringa in the aclimatization of pinapple plants
The Figure 1 shows the survival of pineapple plants after 42 days in acclimatization, after
immersion of the plants in extract of Moringa oleifera Lam diluted four (1:4) and eight times
(1:8) during 24, 48 and 72 hours. The best results were obtained with the immersion of the
roots of the pineapple plants for 24 and 48 hours in the aqueous extract diluted 1: 4, without
significant differences with the dilution 1: 8 for 72 hours. In these treatments 100 % survival
of the plants was achieved. On the other hand, the plants whose roots were submerged in
aqueous extract of moringa (1: 4) for 72 hours, significantly decreased their percentage of
survival. However, the dilution (1:8) required 72 hours of immersion to provide 100 %

survival.
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Figure 1. Effect of the time of immersion of the roots of the plants of Ananas comosus var. Comosus
'MD-2' in dilutions of the aqueous extract of leaves of Moringa oleifera Lam. cv Supergenius in

survival at 42 days under controlled environmental conditions

Plants that died during the experiment showed flaccidity in the leaves with symptoms of rot
and brownish-black coloration towards the base of the leaves. This could be associated with

the presence of Phytophthora parasitica Dastur, which is the main pathogen that affects the



cultivation of the 'MD-2' pineapple during acclimatization ®. However, it is necessary to
perform laboratory analyzes to identify if the damage is due to the presence of this pathogen.

Table 3 shows the values of the morphological indicators of the pineapple plants in response
to different immersion times in dilutions of the aqueous extract of moringa leaves. The number
of leaves and the fresh mass were significantly higher when the plants were submerged for 72
hours in a diluted 1: 8 extract, without statistical differences with the rest of the treatments
where the aqueous extract of moringa leaves was used, regardless of the dilution and the time
of immersion. The length of the plant reached the highest values when the diluted extract was
used 1: 4 for 48 hours and the extract diluted 1:8 for 72 hours, without statistical differences
with the treatments where the aqueous extract of moringa leaves was used regardless of
Immersion time. The length of the longest root was greater when the immersion in the aqueous
extract of moringa leaves was carried out for 48 and 72 hours, independently of the dilution.
The dry mass did not show significant differences between the dilutions used, except when the
immersion was performed in the 1: 4 dilution for 72 hours. The number of roots showed no

difference between the treatments.

Table 3. Effect of the immersion time and dilution of the aqueous extract of Moringa oleifera Lam.
leaves cv Supergenius on morphological indicators of plants of Ananas comosus var. Comosus 'MD-2'

after 42 days in acclimatization

Dilution Time Number of Plant length Number of Longest Fresh Dry mass (g)
extract (hours) leaves (cm) roots root length mass (g)
(cm)
0 3,61 (13) b* 9,36 b 2,65 (7) 3,09b 3,78b 0,27b
1:4 24 3,74 (14) ab 11,51 ab 2,65 (7) 3,19b 4,02 ab 0,34 ab
48 3,74 (14) ab 13,88 a 2,65 (7) 3,83ab 4,77 ab 0,33 ab
72 3,74 (14) ab 12,23 ab 2,65 (7) 4,07 ab 4,22 ab 0,30b
1:8 24 3,74 (14) ab 11,76 ab 2,65 (7) 3,18b 3,97ab 0,34 ab
48 3,87 (15) ab 11,47 ab 2,65 (7) 3,87 ab 4,13 ab 0,31ab
72 4,13 (17) a 14,48 a 2,83(8) 458a 497 a 0,39a
ESx 0,24 1,7 NS 0,58 0,51 0,04

* Averages with unequal letters differ statistically for each indicator (n=90, bifactorial ANOVA, Tukey, p<0.05). For the statistical
treatment, the leaf number and root number data were transformed according to x'= x°5. The table shows the transformed data and the

original data appear in parentheses

The fact that the immersion in the highest dilution of the aqueous moringa extract (1:8) at 72
hours showed the best results in terms of survival and the morphological indicators could be

related to the lower viscosity of this solution, which favors the entry of water and the



penetration of mineral ions and other nutrients that benefit growth. For this reason, this
treatment was selected to continue the experimentation because the survival and the

morphological indicators evaluated in the plants showed a superior quality.

Comparison of the aqueous abstract of moringa leaves and the Previcur®

Energy LS 84 in the aclimation of pineapple plants

After 42 days of culture, the survival of the plants treated with Previcur® Energy LS 84,
aqueous extract diluted eight times (1:8) and the combination of both was 100 %; while that of
the control treatment of 81 % (data not shown).

Table 4 shows the values of the morphological indicators of pineapple plants as a response to
immersion prior to acclimatization in the aqueous extract of Moringa oleifera Lam. leaves and
in the Previcur® Energy LS 84. The length of the plant and the length of the longest root were
higher in the plants treated with Previcur® Energy LS 84, without significant differences with
the aqueous extract diluted 1: 8. The fresh mass showed the best results in the treatments with
Previcur® Energy LS 84 and the aqueous extract diluted 1:8, without significant differences
with the control. The indicators number of leaves, number of roots and dry mass did not show

differences for the treatments evaluated.

Table 4. Morphological indicators of the plants of Ananas comosus var. comosus '‘MD-2' in response
to immersion in the aqueous extract of leaves of Moringa oleifera Lam. cv Supergenius and in

Previcur® Energy LS 84, after 42 days in acclimatization

Treatments Number of Length of  Number of Longest root Fresh Dry
leaves plants (cm) roots length (cm) mass (g)  mass (9)

Control 3,74 (14) 9,38¢ 2,64 (7) 3,300 339a 0,29
Aqueous extract (1:8) 4,00 (16) 14,60 a 2,82(8) 4,53 a 3,55a 0,37
Previcur® Energy LS 84 4,00 (16) 15,35a 2,82(8) 495a 3,66a 0,35
Aqueous extract (2:8) + 4,00 (16) 12,30 b 2,64 (7) 2,60 b 2,72b 0,25
Previcur® Energy LS 84
ESx NS 1,33 NS 0,52 0,24 NS

* Averages with unequal letters differ statistically for each indicator (n = 90, one-way ANOVA, Tukey, p<0.05). For the statistical
treatment, the leaf number and root number data were transformed according to x'= x°5. The table shows the transformed data and the

original data appear in parentheses

The morphological indicators of the plants that were treated with immersion for 72 hours in
aqueous extract diluted 1: 8 followed by three minutes in Previcur® Energy LS 84 were

affected. It is possible that the phenolic compounds and the aromatic amino acids of the



proteins present in the raw extract of moringa leaves interacted with the active ingredient of
Previcur® Energy LS 84 (propamocarb fosetilate) generating chemical compounds of the
phenylcarbamate type. These compounds are known to have herbicidal activity and can act as
inhibitors of mitosis or electron transport in chloroplasts affecting the growth of plants @3,
The results of this investigation showed the beneficial effect of the aqueous extract of moringa
leaves on the morphological indicators in the acclimatization of the 'MD-2' pineapple. The
direct contact of the aqueous extract of moringa leaves for 72 hours with the absorbent
structures of the roots of the pineapple plants 'MD-2' could have favored the entry of minerals
and organic compounds present in the extract. Some authors recognize the stimulatory effect
of the growth of aqueous extracts of leaves of Moringa oleifera Lam., associated with the
presence of amino acids, mineral ions such as K* and Ca? *, ascorbic acid and phenolic
compounds @4,

In addition, when the aqueous extract diluted 1: 8 was applied, the Previcur® Energy LS 84 and
the combination of both treatments showed no visible symptoms of fungal diseases that appear
at this crucial stage of acclimatization, where it is recognized that the highest mortality of plants
is associated with Phytophthora parasitica Dastur @), This behavior observed with the aqueous
extract could be associated with the presence of phenolic compounds (Table 1), which have

recognized antimicrobial activity %,

CONCLUSIONS

The aqueous extract of moringa leaves favored the initial stage of the acclimatization of the
'MD-2' pineapple. The immersion of the roots of the pineapple plants for 72 hours in an aqueous
extract diluted eight times (1: 8) benefited the growth of the plants and no differences were

seen with the Previcur® Energy LS 84.
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